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Resumo

O péo é uma das formas mais comuns do consumo de cereais, encontrando-se presente nos
habitos alimentares da populacdo Portuguesa. De forma a prolongar o seu tempo de prateleira
torna-se necessario a introducéo de aditivos ao seu processamento, sendo o principal o acido
propiénico. Este composto ndo apresenta risco para a salde do consumidor aquando
adicionado dentro dos limites legislados tornando-se, assim, importante e necessario o controlo
dos seus niveis nos alimentos. Deste modo, de forma a monitorizar os niveis de &cido
propionico nos géneros alimenticios, o presente trabalho teve como objetivo a implementagéo e
validacdo de uma metodologia analitica para a determinacdo de acido propiéoncio em amostras
de pao e bolo de arroz por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), no laboratério de
Quimica da SGS Portugal. De forma a assegurar a integridade dos resultados analiticos
obtidos foram avaliados parametros de validacdo como a linearidade, os limites de detecéo e
guantificacdo, a repetibilidade, a precisdo intermédia e a exatiddo. Os resultados mostram que
0 método é linear para uma gama de trabalho entre 25,0 e 400,0 mg/kg de acido propiénico. O
meétodo permite detetar o analito a partir 2,7 mg/L e quantifica-lo a partir de 8,2 mg/L. O método
de HPLC apresentou repetibilidade e precisdo intermédia aceitaveis, uma vez que o0s
respetivos coeficientes de variacdo foram inferiores a 5%. A exatiddo do método foi
determinada recorrendo a ensaios de recuperacdo, tendo-se obtido percentagens de
recuperacao entre 83 — 108%. Tendo em conta que estes pardmetros se encontram de acordo
com os critérios estabelecidos para a validacdo de um método analitico, considera-se que o

objetivo proposto foi cumprido.

Palavras-chave: Acido propidnico, Aditivo, HPLC, Validag&o, Implementacéo, Produtos de
pastelaria e padaria
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Abstract

Bread is one of the most common forms of cereal consumption, being present in eating habits
of the Portuguese population. In order to prolong its shelf life it is necessary to introduce
additives, with propionic acid being generally the main one. This compound poses no health risk
to consumers when added within the legislated limits. Thus, is important to monitor the levels of
propionic acid in foodstuffs. The present work had as its main objective the implementation and
validation of an analytical methodology for the determination of propionic acid in samples of
bread and rice cake by high performance liquid chromatography (HPLC) in the Chemistry
laboratory of SGS Portugal. In order to ensure the integrity of the analytical results obtained,
validation parameters such as linearity, detection and quantification limits, repeatability,
intermediate accuracy and accuracy were evaluated. The results show that the method is linear
for a working range of 25.0 to 400.0 mg/kg of propionic acid. The method allows to detect the
analyte from 2.7 mg/L and quantifies it from 8.2 mg/L. The HPLC method showed acceptable
repeatability and intermediate accuracy, since the respective coefficients of variation were less
than 5%. The accuracy of the method was checked using recovery experiments, being the
yielding recovery percentages between 83 - 108%. Taking into account that these parameters
meet the criteria established for the validation of an analytical method, it is considered that the

objective has been achieved.

Keywords: Propionic acid, Additive, HPLC, Validation, Implementation, Bakery and

confectionery products
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1. Enquadramento tedrico

1.1. Importancia do tema

Sendo uma das formas mais antigas e comuns da ingestéo de cereais e sendo considerado um
alimento funcional numa alimentacao saudavel, completa e equilibrada, o pdo integra-se nos
habitos alimentares da populacdo em geral e Portuguesa em particular, sendo o sector de
padaria/pastelaria um dos mais importantes do nosso pais. A perda de “frescura” deste tipo de
produtos pode dever-se a uma série de fatores como a perda de agua ou até mesmo devido a

deteriorag&o microbiana (Guynot et al., 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 20% dos alimentos produzidos
deixam de estar aptos para consumo devido a sua deterioragdo. Muitas substancias séo
incorporadas nos alimentos com um proposito funcional, no entanto quando em alimentos
processados, esses agentes quimicos passam a ser chamados de aditivos alimentares (Brito,
2011; Fennema, 2010).

Os aditivos alimentares sdo aprovados para um nimero de usos diferentes. Alguns melhoram o
valor nutricional de certos alimentos, enquanto outros sdo usados para tornar os alimentos
mais atraentes, melhorando o seu sabor, textura, consisténcia ou cor. Os conservantes
guimicos com propriedades antimicrobianas desempenham um importante papel na prevencao
da degradagcdo e na garantia de seguranca de muitos alimentos. No entanto, a escolha
adequada de um conservante deve ser feita com base em alguns fatores, tais como o tipo de
microrganismo a ser inibido, a facilidade de manuseio, o impacto no paladar, o custo e a sua
eficicia (Brito, 2011; Faraji et al., 2016; Fennema, 2010).

O éacido propidénico e os seus sais de sodio e calcio exercem atividade antimicrobiana contra
fungos e algumas bactérias (Fennema 2010). Estes seus sais, considerados também como
conservantes, encontram-se na categoria dos aditivos seguros reconhecidos como GRAS
(Generally Recognized As Safe). De entre os alimentos onde s&o permitidos estes
conservantes encontram-se: pao, biscoitos, bolos, doces e outros produtos de farinha.
Contudo, estes sais de acido propidnico podem constituir um problema para os individuos que
sofrem de acidemia propiénica. Por esta razdo, torna-se necessario saber as quantidades
maximas permitidas, de acordo com os regulamentos em vigor na Europa, para o uso destes
conservantes nos diferentes produtos, de modo a garantir a seguranca alimentar e a salude do

consumidor (Faraji et al., 2016; Azzam et al., 2010).

O método de HPLC é um método analitico que tem como objetivo separar as espécies
guimicas presentes numa determinada amostra consoante as suas distintas estruturas
moleculares e grupos funcionais, sendo deste modo um método que pode ser utilizado para

separar, identificar e quantificar substancias presentes em diferentes tipos de produtos através
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das areas de picos que védo corresponder a cada um dos componentes da amostra (Chust,
1990).

1.2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho consistiram na implementacdo e validagdo de uma
metodologia experimental para a determinacédo do acido propidnico em produtos de padaria e
pastelaria, assim como a analise de acido propiénico em amostras de p&o de forma fatiado
embalado comercializadas no mercado Portugués através da técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia ou HPLC no Laboratério de Quimica da SGS. Para tal, varios parametros
experimentais que influenciavam o desempenho da extracdo do &cido propidnico foram

investigados e otimizados.

1.3. Estrutura

No capitulo 1 é feito um enquadramento inicial do trabalho, assim como a sua estrutura e 0s

objetivos do mesmo.

No capitulo 2 é feita uma breve descricdo da empresa onde foi desenvolvida a componente
pratica da dissertacdo. E realizada a caracterizagdo da empresa onde se incluem 0s seus
valores, visdo, missdo e os sectores em que atua, e a sua histéria com énfase na histéria da

SGS em Portugal.

No capitulo 3 é feita uma referéncia aos aditivos alimentares, aos efeitos do acido propiénico
na salde humana, porque é usado na area alimentar, principalmente em produtos de padaria e
pastelaria. Também sdo mencionados os limites maximos legislados para os véarios produtos

alimentares.

No capitulo 4 sdo apresentados varios meétodos analiticos usados na determinagdo e

quantificacao do acido propiénico.

No capitulo 5 é feita uma explicacdo de todo o funcionamento do método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), uma vez que no presente trabalho € aplicado o método de

HPLC para a quantificacdo do acido propiénico.

No capitulo 6 séo explicados os pardmetros minimos necessarios que devem ser avaliados

para se poder realizar o processo de validagdo de um método analitico.

No capitulo 7, referente & metodologia experimental, séo descritas as amostras, 0s reagentes,
0s materiais e equipamentos utilizados, assim como todo o processo experimental que foi

posteriormente validado.
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No capitulo 8 estédo apresentados os resultados obtidos e a discussdo dos mesmos.

O capitulo 9, correspondente a conclusao do trabalho, sdo apresentados resumidamente os

pontos fundamentais da presente dissertacdo e perspectivas futuras.
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2. Caracterizacdo da empresa

2.1 A empresa

O grupo SGS (Société Générale de Surveillance) (Figura 2.1) é conhecido mundialmente
devido aos servicos prestados nas areas de inspecéo, verificacao, testes e certificacdo, sendo
também, reconhecido como referéncia mundial em qualidade e integridade. Os valores pelos
guais se regem s&o a paixao, a integridade, o espirito empreendedor e a inovagdo. De modo a
garantir estes valores a cada servico prestado, surgiu a SGS academy dando aos
colaboradores do grupo e a outras empresas uma formacao eficaz e de alta qualidade de modo
a dar a conhecer a equipa praticas mais modernas da inddstria, 0 acompanhamento das
mudancas nos padrfes técnicos e o cumprimento dos requisitos regulatérios e legais (SGS,
2014).

Figura 2.1- Logétipo do grupo SGS.

A rede mundial de escritérios e laboratorios da SGS possui mais de 1.350 instala¢des, sendo a
colaboracéo entre afiliadas um dos factores decisivos para a qualidade dos servigcos prestados
pelo grupo aos seus clientes, analisando e testando as amostras de acordo com a legislacéo
em vigor ou mediante os requisitos especificados pelo cliente. A SGS organiza os laboratérios
por centros de competéncias regionais conseguindo uma cobertura multidisciplinar e mundial
para qualquer tipo de produto desde alimentares, cosméticos, quimicos e petroguimicos,
gases, materiais de construgcdo, maquinas, vestuario e téxteis-lar, ceramicas, brinquedos,
eletrodomésticos e outros aparelhos eletronicos, surgindo assim, por uma questdo de maior
eficiéncia na gestdo da qualidade da empresa, a SGS Multilab composto pelo Laboratorio de
Analises Fisico-Quimicas, Microbiologicas e Amostragem, Laboratorio de Ensaios de Ambiente
e Seguranga, Laboratério de OGC (oil, gas and chemical) e Laboratoério de Ensaios N&o
Destrutivos (SGS, 2012; SGS, 2014).

Englobada neste grupo, encontra-se a SGS Portugal sediada no Polo Tecnoldgico de Lisboa
(Figura 2.2) e apresenta uma rede de laboratorios em Lisboa, Trafaria e Sines e uma rede de

escritérios de norte a sul do pais, como também nos arquipélagos da Madeira e Acgores.
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Figura 2.2 - Sedeatual da SGS Lisboa, onde se encontram escretorios e a SGS Multilab.

2.2 Historia

A empresa surgiu no ano de 1878 em Rouen, Franga, ap6s Henri Goldstilick verificar que os
exportadores de grédo a granel estavam a perder dinheiro por ndo terem um representante. A
sua ideia, foi defender os direitos do exportador, inspecionando e verificando a qualidade e
guantidade de grdo a chegada com o importador. O negdcio foi crescendo e juntamente com
um amigo, Johann A. Haisen formaram a SGS sob o nome de Goldstiick e Haisen & C?. Ao fim
do primeiro ano a empresa ja tinha aberto escritérios em trés dos maiores portos de Franca
(Gomes, 2012).

A inovacdo desta empresa fez com que crescesse exponencialmente tornando-se lider do
negdcio de inspec¢éo de grdo. Em 1913 inspecionava 21 milhdes de toneladas de grdo por ano

e contava ja com uma rede de 45 escritérios na Europa (Gomes, 2012; SGS, 2014).

Em 1919, a sede da empresa passou de Paris para Genebra, Suica, devido a Il Guerra Mundial
e mudou o seu nome para Société Générale de Surveillance, nome que até hoje ostenta. Ja em
1928 o grupo SGS cresceu internacionalmente com oficiais e afiliadas em 21 paises por todo o
mundo (SGS, 2012; SGS, 2014).

O inicio da SGS em Portugal data de 1922, sendo representada pela empresa Garland Laidley,
referéncia na logistica da navegacao, sendo responsavel pela carga e descarga de todos os
navios. A expansdo do negdcio em territorio Portugués deu-se em 1939, com a inspecéo e
andlise de matérias-primas, minerais e metais através da aquisi¢do de laboratérios na Europa
(SGS, 2014).
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No final da década de 60 a SGS iniciou a supervisdo de produtos petroquimicos, o que levou a
empresa em Portugal a ter a sua prépria identidade deixando de ser uma simples
representacdo de Genebra. Com o decorrer dos anos foram-se realizando contratos
governamentais que permitiram o crescimento da empresa passando, esta, ndo s a atuar na
area da inspecao como também na producdo de produtos téxteis e agroalimentares (SGS,
2012).

Na década de 80, a SGS expande-se em Portugal, abrindo uma filial no Porto e deixa de ser
representada pela Garland. Esta expansdo deveu-se ao acordo de inspecao pré-embarque de
importacdes angolanas, que na sua maioria eram expedidas a partir do porto de LeixBes. A
importancia da industria téxtil no norte levou a abertura de um laboratério, sendo este o
primeiro laboratério téxtil em Portugal a ter implementado o Sistema de Gestdo de Qualidade.
Também em Lisboa, no final da década de 80, foi aberto um laboratério agroalimentar
tornando-se em 1992 o primeiro laboratério privado deste sector a ser acreditado (SGS, 2012;
SGS, 2014).

Actualmente, a SGS atua numa grande variedade de sectores industriais, empregando mais de
80.000 pessoas em todos os seus escritérios e laboratérios existentes em varios paises do
mundo. O Grupo tem se expandido de modo a se tornar o lider da industria, resultado da
melhoria continua da inovacgéo, da reducéo de riscos, da produtividade e da eficiéncia das suas
operagles (SGS, 2014).

2.3 Competéncias

As competéncias abrangidas pela SGS sdo: formacdes, certificacfes e auditorias, anélises e
ensaios, seguranca alimentar, controlo de qualidade, avaliacdo de aspetos ambientais,
avaliacéo de riscos de salde e seguranga, inspecdo industrial, peritagem e avaliacdo do setor
automobilistico. Por outro lado, os beneficios oferecidos pela SGS em todos os setores sao:
seguranca, qualidade, confianga, sustentabilidade, produtividade, reducdo de riscos e rapidez
(SGS, 2014; SGS, 2016).

No setor agroalimentar, a SGS atua com base no principio “do prado ao prato” com qualidade e
seguranca, atuando na area da pesca e agricultura com andlises de producdo de produtos,
monitorizacao e certificagdo, na area da industria alimentar atua com analises microbiolégicas,
fisico-quimicas, nutricionais, sensoriais e de biologia molecular, na area do acompanhamento
do produto atua com auditorias de seguranca alimentar, certificacdo de produtos, inspe¢fes na
producdo, no transporte com supervisdo de cargas e descargas, ja na area do retalho e
restauracdo atua com andlises de qualidade, auditorias, apoio técnico e certificacdo (SGS,
2014; SGS, 2016).
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2.4. Laboratorio SGS

O laboratério agroalimentar da SGS Lisboa, também conhecido como MultiLab (Figura 2.3), foi
fundado em 1988 com o objetivo de fornecer um suporte ao controlo de operacdes de cereais.
Dai em diante, comecaram a ser realizadas analises de quimica classica, sendo que nos dias

de hoje é muito prestigiado no mercado (SGS, 2014).

Hoje em dia, este laboratdrio atua em diversas areas com uma equipa altamente especializada.
Possui acreditacdo na area agroalimentar, de detergentes, cosméticos, produtos de higiene,
dispositivos médicos, seguranca ocupacional e ambiental e, por fim, em ensaios nao
destrutivos (Gomes, 2013; SGS, 2016).

Q-’—OKI

i}lmos

SGS MULTILAB

Figura 2.3 - Logétipo da SGS Multilab.
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3. Aditivos

As necessidades atuais, como a producédo a larga escala, a exigéncia de qualidade por parte
dos consumidores e a necessidade de aumentar o tempo de vida de prateleira dos alimentos,
conduziu ao recurso a aditivos alimentares (Marquito, 2014). Os aditivos alimentares s&o
definidos como substancias adicionadas aos alimentos com o propésito de modificar as
carateristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais. Sd0 essenciais para que 0s
consumidores possam ingerir produtos industrializados e conservados a longo prazo. Esta
manipulacdo pode ser feita durante o processamento, preparacao, tratamento, embalagem,

acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulagdo de um alimento (Sousa, 2012).

De acordo com a legislacdo vigente, o Regulamento (CE) N.° 1333/2008 do Parlamento
Europeu e do Conselho de 16 de Dezembro entende-se por aditivo alimentar “qualquer
substancia ndo consumida habitualmente como género alimenticio em si mesma e
habitualmente néo utilizada como ingrediente caracteristico dos géneros alimenticios, com ou
sem valor nutritivo, e cuja adi¢do intencional aos géneros alimenticios, com um objetivo
tecnoldgico na fase de fabrico, transformacéo, preparagédo, tratamento, embalagem, transporte
ou armazenagem, tenha por efeito, ou possa legitimamente considerar-se como tendo por
efeito, que ela propria ou o0s seus derivados se tornem directa ou indirectamente um

componente desses géneros alimenticios”.

Do ponto de vista legislativo, cada aditivo alimentar deve fornecer alguma fungéo ou atributo
Gtil ou aceitavel para justificar o seu uso. Contudo, o uso destas substancias para ocultar danos
ou alterac¢des nos alimentos, bem como iludir os consumidores é expressamente proibido pelas

legislagbes que regem o uso de aditivos em alimentos (Fennema, 2010).

Alguns aditivos tém a funcdo de manter a consisténcia do produto, outros tém a funcéo de
manter ou melhorar o valor nutricional de certos alimentos, enquanto outros sdo usados para
tornar os alimentos mais atraentes, melhorando o seu sabor, textura, consisténcia ou cor

(Faraji et al., 2016). Na Figura 3.1 esta representado um esquema dos aditivos existentes.
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Corantes
E 100 - E 180

Conservantes
E 200 - E 285

Edulcorantes
E 420 - E 467

Aditivos

Antioxidantes E
300 - E 334

Estabilizadores
E 400 - E 495

Emulsionantes,
Espessantes e
gelificantes
E 400 - E 495

Figura 3.1 — Grupos de aditivos alimentares existentes.

3.1. Aditivos na area da panificacao

Os aditivos alimentares, geralmente, mais utilizados em panificacdo, com o intuito de facilitar o
processo de panificacdo e permitindo a obtencdo de produtos mais atrativos tanto a nivel visual
como, a nivel de textura e de durabilidade e com melhores carateristicas organolépticas sédo os
emulsionantes, antioxidantes, estabilizadores, reguladores de acidez e 0s conservantes
(Marquito, 2014; Sousa, 2012).

Entende-se por:

- Emulsionantes: Substancia que torna possivel a formagdo ou manutencao de uma mistura
uniforme de duas ou mais fases imisciveis no alimento. Sao responsaveis por um série de
beneficios, que vao desde a maior facilidade de manipulagdo das massas até ao incremento no

volume e vida util dos produtos finais (Sousa, 2012; Vasconcelos e Filho, 2010).

- Antioxidantes: A atividade antioxidante € a capacidade de um composto inibir a degradacao
oxidativa. Os antioxidantes podem ser sintéticos, usados como aditivo alimentar para prevenir
ou retardar a oxidagdo lipidica, ou antioxidantes naturais, como o tocoferol (vitamina E) que
previne a oxidacdo dos acidos gordos insaturados (Honorato et al., 2013). Sdo compostos que
atuam diretamente sobre a estrutura das proteinas do glaten, reforcando a sua rede. Como
consequéncia direta da acdo dos agentes antioxidantes sobre o gluten, observa-se um

aumento da capacidade de retencdo do CO, (Sousa, 2012).
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- Estabilizadores: Substancias que evitam que com o tempo o0s ingredientes se separem em
diferentes fases, onde atuam promovendo uma interagdo homogénea de ingredientes. Assim,
define-se estabilizante como uma substancia que favorece e mantém as carateristicas fisicas

de uma emulséo e suspenséo (Honorato et al., 2013).

- Reguladores de acidez: Substancias que alteram ou controlam a acidez ou alcalinidade dos

alimentos (Vasconcelos e Filho, 2010).

- Conservantes: Substancias que adicionadas a um determinado alimento, impedem ou
retardam alteracBes provocadas pela acdo de microrganismos, enzimas e/ou agentes fisicos.
Sédo utilizadas diversas classes de conservantes, dependendo do produto alimentar e do

microrganismo que podera estar presente (Honorato et al., 2013 ; Nollet, 2000).

Tendo em conta que no presente trabalho é estudado um grupo de conservantes especifico, e
no sentido de aprofundar o conhecimento do conceito deste tipo de aditivo, de acordo com a
legislacéo vigente, o Regulamento (CE) N.° 1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho
de 16 de Dezembro entende-se por conservantes: “substancias que prolongam o prazo de
conservacgdo dos géneros alimenticios protegendo-os contra a deterioragdo causada por

microrganismos e/ou contra o desenvolvimento de microrganismos patogénicos”.

3.2. Acido propi6nico

O écido propibnico é caracterizado por ser um liquido incolor, oleoso e com odor forte. E um
acido organico monocarboxilico saturado de cadeia aberta, com trés a4tomos de carbono,
conhecido na nomenclatura IUPAC como &cido propandico, a sua férmula quimica &€ C3;HgO,
(Figura 3.2). E polar e pode formar pontes de hidrogénio, é um acido soltvel em agua e alcool
e ioniza-se parcialmente em solugdo aquosa. Como outros acido carboxilicos antimicrobianos,
a forma nédo dissociada deste acido é ativa, sendo que o intervalo de efetividade se estende até
pH 5,0. O seu nome vem do grego protos — primeiro e pion — gordura, isto porque este € o
menor &cido que possui propriedades de &cidos gordos. Quando separado em meio aquoso,
apresenta uma formacéo de uma camada oleosa superficial. Pode ser convertido em sais de
célcio, sodio, potassio e amoénia, sendo que este Ultimo ndo é autorizado na Unido Europeia
como aditivo alimentar (EFSA, 2011; Castro, 2014; Ngome, 2013). Na tabela 3.1 séo

apresentadas de forma resumida as principais carateristicas do acido propionico.

O *
= I

% S C\.O
OH CH,;CHY” OH

Figura 3.2 - Formula estrutural do acido propioénico.
11
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Tabela 3.1 - Principais propriedades do acido propiénico.

Propriedades Valores
Massa molar 74,08 g/mol
Ponto de fuséo -21 °C
Ponto de ebulicéo 141 °C
Densidade 0,992 g/cm®
Viscosidade 10 mPa.s
pKa 4.8

De entre as suas mais variadas aplicacbes, destaca-se o seu papel como conservante na
indUstria alimentar devido principalmente a atividade antimicrobiana contra fungos e outros
microrganismos. O acido propionico é um &cido organico fraco que exerce atividade
antimicrobiana através de alteragBes do gradiente de pH da membrana. Moléculas de &cido
propionico ndo dissociadas conseguem atravessar a membrana plasmatica e dissociam-se no
citosol, onde o pH é mais alcalino que no ambiente extracelular. Para a manutencdo da
homeostasia celular, H" - ATPase transportam ativamente protdes para fora da célula, levando
a uma diminuicdo da energia disponivel para as demais atividades metabdlicas (Melo, 2007).
Na induastria alimentar o acido propionico (E 280) e os seus sais de sodio (E 281), calcio (E
282) e potassio (E 283) sdo usados como conservantes na area da panificacdo, em queijos e
em racfes animais. Estes sais sdo considerados como seguros (GRAS) de acordo com a FDA
(Food and Drug Administration). Os sais de propionato de calcio ou de sédio correspondem a

45% e 21% respetivamente, do mercado de acido propiénico (Castro, 2014; Boyaval, 1995).

O propionato de calcio (E 282) é um conservante usado no pao, pois para além de retardar o
crescimento de microrganismos, evita 0 amarelecimento e a viscosidade das suas massas,
mantendo-o fresco. Por esta razdo, embora o proprionato de célcio e de sodio sejam agentes
antimicrobianos igualmente eficazes, o propionato de célcio é a forma comummente usada em
todo o mundo como um conservante na producdo de pdo (Ngome, 2013; Faraji et al., 2016;
Brito, 2011).

O acido propionico tem tido um uso extensivo no campo da panificagdo, devido a inibicdo
efetiva de fungos filamentosos, a atividade contra o organismo Bacillus mesentericus que
causa viscosidade no pao, mas também devido a sua pouca acdo contra os fermentos
biologicos (Brito, 2011 ; Fennema, 2010).

Este composto ocorre endogenamente como um subproduto do metabolismo humano, sendo
gerado durante a oxidagdo de acidos gordos com numero de carbonos impares e pelo
catabolismo de alguns aminoéacidos. Assim, o0 &cido propiénico e 0s seus sais S&o
metabolizados eficientemente no organismo ao entrar em caminhos metabdlicos diferentes,

principalmente as vias de acido gordo e acido tricarboxilico (EFSA, 2011).

12



Implementacéo e validacdo do método de quantificacao de &cido propiénico por HPLC em
produtos de padaria e pastelaria

O acido propiénico é, entdo, um componente normal do metabolismo humano, ocorre
naturalmente em animais e em produtos lacteos como o queijo sui¢o, que pode conter até 1%
de acido propidnico. Por outro lado, o soro fermentado por Propionibacterium freundenreichii,
substituindo os conservantes quimicos, tem-se comportado como agente fungistatico natural

quando incorporado em pées e outros produtos de pastelaria (Ngome, 2013).

Este composto é produzido principalmente pela fermentacdo de alimentos indigestiveis pelo
microbiota no colon, podendo atingir o compartimento sanguineo e o tecido adiposo, onde
reduz os niveis de acidos gordos no plasma através da inibicdo da lipdlise e indugdo da
lipogénese no tecido adiposo e a supressao da producdo de &cidos gordos no figado. Este é
um mecanismo importante pelo qual os pré-antibiéticos exercem os seus efeitos sobre doencas
relacionadas com a obesidade. A reducdo dos &cidos gordos plasmaticos pode ser
especialmente importante, uma vez que 0s seus teores elevados causam inflamacéo. Por outro
lado, os acidos gordos e os fatores que induzem resposta inflamatéria causam resisténcia a
insulina, de modo que os efeitos de redugcédo do &cido propiénico podem levar a uma melhoria
na sensibilidade a insulina. Estes efeitos benéficos sdo associados, geralmente, a uma redugéo
do peso corporal. O &cido propidnico influencia, também, a producdo de hormonas pelo tecido
adiposo, como a indugéo da leptina, o que pode contribuir para a supressdo da ingestdo de
alimentos, uma vez que a leptina é uma hormona que suprime a ingestdo de alimentos através
de receptores expressos no sistema nervoso central e neurdnios vagais (Al-Lahham et al.,
2010; Bjork et al., 2016).

Outras importantes aplicacdes do acido propiénico sdo a producdo de plasticos e herbicidas,
aromatizante na industria de cosméticos, além das suas aplicagbes na indUstria farmacéutica.
Pode, também, ser usado na fabricagdo de diversos propionatos, que s&o utilizados em

produtos farmacéuticos, plasticos, antifingicos, entre outros (Ngome, 2013).

3.2.1. Producéao do acido propidnico por processos
fermentativos

Atualmente, quase todo o acido propidnico é produzido por sintese quimica baseada no
petroleo, designada por rotas petroquimicas. No entanto, existe a preocupagdo com o
esgotamento das reservas mundiais de matérias-primas fosseis maximizando o uso de
matérias-primas renovaveis, no sentido de alcancar sistemas de producgdo sustentaveis. Em
virtude da crescente procura por produtos naturais organicos, da oscilacdo dos pregos do
petréleo e da necessidade de preservar o ambiente, a indlstria tem explorado métodos
alternativos como os processos fermentativos para a producdo de acido propiénico (Ngome,
2013; Boyaval, 1995).
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As bactérias do género Propionibacterium (Figura 3.3) sdo capazes de produzir acido
propiénico em quantidades elevadas. Sao gram-positivas, imdveis, ndo formam esporos,
anaerdbias ou anaerbbias facultativas, catalase-positivas e apresentam-se sob a forma de
bastonetes curtos ou de cocos, de acordo com 0 meio em que se encontram. Apresentam um
importante papel em varios processos industriais. Sao utilizadas ha ja algum tempo na
producdo de queijos tipo suico e vitamina B12, sendo que também foram recentemente
conhecidas pelas suas propriedades probioticas. Sao utilizadas como cultura e aditivos em
alimentos para inibir o crescimento de fungos e em preparagdes farmacoldgicas (Wang e Yang,
2013; Castro et al., 2014).

Figura 3.3 — Andlise por microscopia electrénica de uma bactéria do género
Propionibacterium (Adaptado de Rabah e Carmo, 2017).

O &cido propidnico pode ser produzido por bactérias propionicas, as Propionibacterium, pela
via dos acidos dicarboxilicos, com acido acético e succinico ou como subprodutos. Contudo, o
baixo rendimento devido a inibicdo do &cido propiénico no crescimento celular e na sintese de
acido propiénico ainda constituem um problema para a producdo deste composto por
fermentacdo (Ngome, 2013). Segundo um estudo comparativo realizado por Himmi et. al.,
utilizando glicerol ou glicose em condi¢Bes anaerdbias e duas estirpes de propionibacterium, a
Propionibacterium acidipropionici e a Propionibacterium freudenreichii sp. shermanii, uma maior
producéo de acido propidnico era obtida quando as bactérias utilizavam o glicerol como fonte
de carbono e energia. Em todos os casos, os produtos finais de fermentacéo eram 0os mesmos
e consistiam em acido propidnico como principal produto, acido acético como principal

subproduto e dois metabolitos menores, 0 n-propanol e o acido succinico.

Como a maioria das fermentacdes de acidos organicos, a fermentagdo com acido propidnico é
inibida pelo pH &acido. A tecnologia de fermentagdo convencional para a produgdo de
propionato €, portanto, limitada pela baixa concentracdo de produtos obtidos e
consequentemente um baixo rendimento do processo. Além disso, a fermentacdo é
heterogénea, uma vez que o propionato é produzido juntamente com outros subprodutos, o
que também torna a purificacdo do produto dificil e dispendiosa. Deste modo, a via de
fermentacdo convencional para a producdo de acido propidnico é pouco viavel quando

comparada com a alternativa quimica (petroquimicas).
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3.2.2. Toxicidade do &cido propidnico

Os testes toxicolégicos dos aditivos obedecem a regras internacionais, porém sao realizados
em laboratérios utilizando animais, procurando sempre encontrar modelos 0 mais préximos
possivel a espécie humana. As doses diarias aceitaveis estabelecidas através dessas
pesquisas, quando transformadas para o consumo humano, levam em conta tabelas
previamente aceites garantindo a seguranca do consumidor. Contudo, dificilmente se consegue
avaliar a interacdo entre o aditivo e outras substancias ingeridas, sejam outros aditivos,
substancias presentes no ar ou mesmo medicamentos. Todos os aditivos sdo seguros desde
gue usados dentro dos limites especificados pela legislagcao e dentro das condi¢cdes normais de

uso e aplicacdo (Vasconcelos e Filho, 2010).

Estudos subcrénicos usando compostos relacionados com o propionato de calcio e sédio
apresentaram alguns efeitos adversos em animais, quando expostos a doses elevadas,
levando a lesGes no estbmago, reducdo do consumo de alimentos e diminuicdo do
crescimento. No entanto, num humano adulto, o propionato de sédio ndo apresentou efeitos
adversos além de uma ligeira alcalinidade da urina. Além disso, é de ressaltar que o emprego
de sais de sodio como conservantes eleva o consumo diario desse mineral, o que pode ser
prejudicial & saude humana pela correlacdo do sédio com a hipertensdo arterial. J& o
propionato de célcio pode ndo causar toxicidade grave, no entanto ha relatos de efeitos a longo

prazo sobre a saude (Phechkrajang, 2016; Honorato et al., 2013).

Num estudo de alimentagéo cronica usando acido propiénico, em ratos, o consumo de doses
elevadas provoca hiperatividade, irritabilidade, danos hepéticos, hiperplasia, Ulceras e outros
danos no estdmago (Al-Daihan e Bhat, 2015). No cérebro, o acido propidnico, pode atravessar
as membranas celulares e acumular-se dentro das células, induzindo uma acidificagdo
intracelular que pode alterar as libertacdes de neurotransmissores e, finalmente, a
comunicacdo e o comportamento neuronal, que se assemelham a alguns aspetos do autismo.
Recentemente, as anormalidades comportamentais, eletrofisiolégicas, neuropatoldgicas e
bioquimicas ap6s a exposicao a toxicidade do acido propiénico foram registadas como fatores
etiolégicos do autismo (Al- Salem et al., 2016). Dado que este acido gordo de cadeia curta é
usado como aditivo alimentar e € produzido por certas espécies bacterianas, conhecidas como
Propionibacterium, este pode fornecer uma ligacdo entre a dieta, os metabolitos
enterobacterianos e uma predisposicdo genética para a etiologia subsequente de carateristicas
autistas, persistentes em crias de ratos expostos. Um crescente nimero de evidéncias mostra
disturbios imunolégicos, stress oxidativo e fraca capacidade de desintoxicagdo, juntamente
com a elevagdo dos marcadores proapoptoticos no sangue periférico de pacientes autistas
quando expostos a dose elevadas de acido propiénico (Al-Daihan e Bhat, 2015; El-Ansary et
al., 2017, Brito, 2011; Al-Salem et al., 2016).
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A acidemia propionica é uma doenga autossdmica recessiva rara, mas severa causada por
uma deficiéncia na enzima propionil-CoA carboxilase. Esta é uma enzima mitocondrial que
catalisa a conversao de propionil-CoA em metilmalonil-CoA, apds o catabolismo de valina,
isoleucina, treonina, metionina, acidos gordos de cadeia de carbono impar e colesterol. Uma
defeciéncia na propionil-CoA leva a acumulacdo de metabolitos de propionil-CoA no sangue e
na urina. As primeiras manifestacfes clinicas séo representadas por sinais ndo especificos de
acidemia organica, sendo o0s sintomas vomitos, convulsdes, deficiéncia intelectual,
imunossupressao, predisposicédo para infegdes e septicemia, seguidos de multiplos danos nos
orgéos, tais como atraso no desenvolvimento, cardiomiopatia, falta de proliferagcéo, insuficiénca
hepética e renal (Al-Lahham et al., 2010; Bernheim et al., 2017).

Por outro lado, um estudo realizado por Turkoglu em células de Allium cepa demonstra que 0s
sais de acido propionico (propionato de calcio, propionato de sddio e o propionato de potassio)
usados comumente na inddstria alimentar apresentam efeitos cromotdxicos claros, uma vez
que podem causar inibicdo da sintese de DNA devido a reducdo da atividade mitética
evintando, deste modo, que a célula entre em mitose, induzindo uma ampla gama de
anormalidades mitéticas nas raizes de A. cepa. A utilizagédo destes aditivos causaram pontes
de anafase, micronicleos, células binucleadas e viscosidade, o que significa que estes
propionatos sdo clastogénicos, isto €, induzem quebras cromossémicas que levam ao

retardamento cromossémico.

Contudo, o acido propiénico é um componente normal do metabolismo humano e é utilizado
pela maioria dos Orgdos e tecidos. E consumido regularmente em produtos lacteos e em
produtos de padaria e pastelaria sem consequéncias, uma vez que as doses utilizadas deste
composto sdo baixas, sendo os riscos da exposicao ao acido propionico muito baixos (US EPA,
1991).

Nos mamiferos, o 4cido propidnico € metabolizado de modo similar a outros &cidos gordos, ndo
tendo sido demonstrado que causa efeito téxico nos niveis encontrados em alimentos
(Fennema, 2010).

3.2.3. Legislacao

A seguranga na utilizacdo de determinado aditivo esta relacionada ndo s6 com a quantidade
que é permitida naquele produto especificamente, mas também na sua quantidade total
ingerida na dieta. Isto é importante para determinar condicfes de uso de aditivos as quais
devem assegurar que a Ingestdo Diaria Recomendada (IDA) do aditivo ndo seja
frequentemente excedida, mesmo por eventuais consumidores daquele produto em grandes

quantidades. Assim, os aditivos s@o seguros desde que sejam utilizados dentro dos limites
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especificados pela legislagédo e dentro das condi¢cdes normais de uso e aplicacdo (Vasconcelos
e Filho 2010; EFSA, 2011).

As recomendacdes a respeito da utilizacédo de aditivos séo feitas pelo Codex Alimentarius, que
contem um comité de especialistas de varios paises ligados a OMS, o qual discute e avalia a
partir de observacdes, estudos e pesquisas as possibilidades de uso dessas substancias nos
alimentos (Vasconcelos e Filho, 2010). De acordo com o Codex Alimentarius, o nivel maximo
de uso de um aditivo corresponde a concentracdo mais alta desse aditivo, determinado como
funcionalmente eficaz num alimento. Geralmente é expresso em mg de aditivo/kg de alimento.
O nivel maximo de uso, normalmente, ndo corresponderd ao nivel de uso ideal recomendado.
Sob as boas praticas de fabrico (BPF), o nivel de uso ideal recomendado seréa diferente para
cada aplicacéo de um aditivo e depende do efeito técnico pretendido e do alimento especifico
em que o aditivo sera usado, tendo em consideracao o tipo de matéria-prima, o processamento

do alimento, 0 armazenamento, transporte e consumidores (EFSA, 2011).

Segundo o Codex Alimentarius, os limites para o uso de acido propiénico e os seus sais de
célcio, sodio e potassio sdo BPF, ou seja, quantum satis — quantidade suficiente — para obter o
efeito desejado, sempre que o aditivo ndo afetar a genuinidade do alimento. Contudo, isto ndo

significa que pode ser usado em todos os alimentos.

Os aditivos utilizados segundo as Boas Praticas de Fabrico sdo aqueles onde a quantidade do
aditivo adicionado ao alimento deve ser limitada ao nivel mais baixo possivel necessario para

atingir o efeito desejado (Vasconcelos e Filho, 2010).

Por outro lado, a Unido Europeia com o objetivo de controlar a exposi¢do da sua populagéo ao
acido propiénico e com o intuito de ajustar os diferentes limites legais estabelecidos pelos seus
paises membros, estabeleceu teores oficiais méximos deste conservante através do
Regulamento (CE) n.c 1333/2008 de 16 de Dezembro. Contudo, o Regulamento (UE) n.°
683/2016 da Comissdo de 2 de Maio de 2016, veio alterar o anexo Il do regulamento
anteriormente descrito no que diz respeito a utilizagdo de acido propionico e 0s seus sais em
“tortilhas”. Relativamente ao acido propidnico os limites legislados para os diferentes géneros

alimenticios podem ser observados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Teores maximos (mg/kg) de acido propionico - propionatos estabelecidos pela Unido
Europeia para os diferentes produtos alimentares (Regulamento (CE) n.c 1333/2008).

Produtos alimentares

Teores méaximos (mg/kg)

Queijos curados (unicamente a superficie)

quantum satis

Produtos a base de queijo (unicamente a superficie de
produtos curados)

quantum satis

Unicamente padaria fina pré-embalada (incluindo
produtos de pastelaria) com atividade da agua
superior a 0,65 @ ©

2000

Unicamente péo pré-embalado em fatias e pao de
centeio @ ©

3 000

Unicamente pdo com valor energético reduzido; pao
parcialmente cozido pré-embalado; pédezinhos,
«tortilhas» e péo pita pré-embalados; pao para

cachorros, boller e dansk flutes pré-embalados @

2000

Unicamente péo pré-embalado

1000

(1) Os aditivos podem ser usados estremes ou em combinagéo.
(6) O acido propidnico e os seus sais podem estar presentes em determinados produtos
fermentados como resultado dos processos de fermentacao em condi¢des de boas praticas de

fabrico.

O cumprimento desta legislagdo leva a que seja necessario desenvolver métodos analiticos

precisos e confidveis para a quantificacdo de propionatos em alimentos de véarias matrizes de

modo a garantir a seguranca alimentar e a satde do consumidor (Faraji et al., 2016).
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4. Métodos de determinagéo do acido propidnico

A seguranca alimentar € um fator chave da boa salde. Por vezes alguns conservantes
excedem os limites de regulamentacéo previstos para os diversos géneros alimenticios onde
séo aplicados (Phechkrajang, 2016). A determinacéo destes compostos e dos seus sais faz-se
através de métodos analiticos adequados a finalidade a que se destinam. Atendendo a
composicdo complexa de certas matrizes alimentares, bem como a sua ampla gama de
propriedades fisicas e quimicas, torna-se necessario o recurso a técnicas de detegdo seletivas
e sensiveis. Assim, de modo a escolher o método mais adequado para a matriz em estudo é
necessario ter em consideragdo varios fatores como o equipamento disponivel, o tipo de
resultado pretendido, ou seja, qualitativo ou quantitativo, a validacao das técnicas bem como a
legislacédo (Moares e Duarte, 2011; Ibafiez, 2003).

O acido propibnico e os seus sais ndo constituem risco para a salude do consumidor quando
ingeridos nas doses regulamentadas, tornando-se necesséria a padronizacdo de um método
rapido e preciso para ser aplicado na rotina de um laboratério de analise de alimentos, como
parte de um programa de apoio a seguranca alimentar. Assim, a validagdo de métodos
analiticos torna-se necessaria e imprescindivel para se obter resultados crediveis e confiaveis
(Campos et al., 1997; US EPA, 1991).

De modo a avaliar a seguranca dos alimentos, tém sido relatados e usados varios métodos
analiticos para determinacdo quantitativa do acido propiénico, incluindo cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa (GC), cromatografia gasosa acopolada a
espectrometria de massa (GC-MS), e o método colorimétrico (Moares e Duarte, 2011;
Phechkrajang, 2016; Campos et al., 1997).

Alguns métodos analiticos usados para analisar o acido propiénico apresentam etapas em
comum, como a amostragem, homogeneizacdo, extracdo, separacdo e a detecdo. A
homogeneizacdo de amostras sélidas pode ser feita através de um moinho, sendo que quanto
menor o tamanho das particulas, mais homogeneizada estard a amostra. Na extracéo,
assume-se que o acido propidnico extraido vai estar igualmente distribuido na fase liquida e
excluida da fase solida, sendo que a validade desta hipétese vai-se refletir nas taxas de
recuperacao do método. A técnica de extracdo envolve a separacao e consiste na recuperagao
da parte liquida a fim de se isolar o acido propionico do extrato (Campos et al., 1997; Lisboa,
2014).
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4.1. Métodos cromatograficos

A analise de acido propioénico € normalmente realizada recorrendo a cromatografia gasosa e a

cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa, que é explicada no capitulo seguinte.

A cromatografia gasosa (GC) é uma das técnicas mais utilizadas em analises qualitativas e
guantitativas. Permite o estudo de compostos organicos volateis e semi-volateis. As colunas
mais usadas na atualidade sdo as colunas capilares, constituidas por um tubo de silica fundida,
sendo a parede interna revestida pela fase estacionaria. Por outro lado, destacam-se para a
determinac¢é@o do &cido propidnico, neste tipo de cromatografia os detetores de ionizagdo de
chama (FID), podendo ainda ser hifenizada com outras técnicas tal como a espectrometria de
massas (MS). Um dos detetores mais poderosos para a cromatografia gasosa é o
espectrometro de massa. Esta hifenizacdo € conhecida como GC-MS e combina o poder de
separacdo da cromatografia com a capacidade de identificagdo da espectrometria de massa
(Moares e Duarte, 2011; Alves, 2014).

A grande vantagem da utilizacdo do acoplamento da MS a um sistema cromatogréfico reside
na sua capacidade em responder a todos os compostos organicos volateis e semi-volateis.
Assim, o MS é utilizado, para além do FID, de modo a ser seletivo evitando que se confunda o
acido propidnico com outras substancias, quando trabalhamos com matrizes complexas.
Usando este método, consegue-se analisar quantidades de acido propidnico da ordem dos
ppm com uma boa linearidade, repetibilidade e bons limites de detec¢éo e quantificacéo (Skoog
e West, 1998; Ibafiez, 2003).

De modo a se assegurar a extracdo ideal, o pH da amostra deve ser ajustado para ser
suficientemente acido de modo a garantir que o acido propidnico e 0s seus sais se encontram

na forma molecular ndo ionizada (Moares e Duarte, 2011).

No capitulo 5 é descrito de forma mais pormenorizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC), uma vez que se trata do método aplicado na presente dissertacéo.

4.2. Método colorimétrico

O método colorimétrico € uma abordagem semiquantitativa. Geralmente, a andlise qualitativa
estabelece a identidade quimica das espécies na amostra, enquanto a andlise quantitativa
determina as quantidades relativas dessas espécies em resultados numéricos. A andlise
semiquantitativa encontra-se entre o método qualitativo e o0 método quantitativo, permite
detectar a presenca de um analito, incluindo a quantidade aproximada, comparando-se com

um padrdao. Normalmente, o reagente usado para esta determinacdo € o sulfato de amonio
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férrico que vai originar um complexo vermelho-castanho. E utilizado um controlo negativo e um
positivo de modo a que se possa observar a presenca, ou ndo, do analito (Phechkrajang,
2016).
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5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

5.1. Histoéria

A cromatografia € um poderoso método de separacdo com aplicacdo em todos os ramos da
ciéncia (Silva, 2012). Ganhou importancia em 1906, através do botanico russo Mikhail Tswett,
ao criar um método fisico-quimico de separacdo de componentes de uma mistura envolvendo a
distribuicdo diferencial destes num sistema heterogéneo bifasico, fase estacionéaria e fase
movel. O botanico conseguiu separar varios pigmentos de plantas, como clorofila e xantofila,
em folhas verdes de plantas utilizando uma coluna de vidro preenchida com carbonato de
célcio como fase estacionaria e éter de petréleo como fase movel, ocorrendo a separagéo dos
componentes em faixas coloridas culminando, deste modo na escolha do nome do método —
em grego choma significa cor e graphein que significa escrever- embora o método né&o
dependa da cor. Apesar de terem sido desenvolvidos estudos semelhantes, Tswett foi o
primeiro a compreender e interpretar este processo como é aceite atualmente, empregando o
termo cromatografia para descrever as zonas coloridas que se moviam dentro da coluna,

sendo, por isso, considerado o pai da cromatografia (Silva, 2012 ; Nollet, 2000).

A técnica cromatografica foi praticamente ignorada até ao ano de 1930, sendo redescoberta
por Kuhn e Lederer que aperfeicoaram a cromatografia em coluna. Depois de Tswett diversos
cientistas contribuiram para o avango quer tedrico quer pratico da cromatografia, levando ao
aperfeicoamento da técnica que, em conjunto com avancos tecnoldgicos foi levada a um alto
grau de sofisticacdo que culminou no seu grande potencial de aplicacdo em muitas areas. O
grande impacto desses métodos na ciéncia é provado pelo Prémio Nobel de 1952 recebido por
Martin e Synge pelas suas descobertas que lancaram bases fundamentais sobre a

cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (Kuhn, 2009).

Entre o ano de 1937 e 1972 foram atribuidos 12 prémios Nobel, provando que as técnicas
cromatograficas desempenham um papel fulcral, sendo a técnica de separacdo mais

importante do século XX (Silva, 2012).

No inico do desenvolvimento da cromatografia liquida, os cientistas perceberam que a
eficiéncia da coluna podia ser aumentada através da diminuicdo das particulas da fase
estacionaria. Somente a partir dos anos 70 foi possivel um avanco consideravel na
cromatografia liquida moderna. O avanco foi gradual e atingiu o atual nivel de sofisticacdo que
0 HPLC apresenta. Para tal avanco foram, entdo, desenvolvidas colunas cromatogréaficas com
particulas menores, responsaveis por uma melhor eficiéncia e bombas de alta presséo para a

eluicao da fase mével e para tornar o tempo de analise mais curto (Peres, 2002 ; Meyer, 2004).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a técnica analitica de separacdo mais usada. As

razbes para a popularidade do método sdo a sua sensibilidade, a facil adaptacdo para
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determinagdes quantitativas, a sua adequacdo a separagdo de espécies ndo volateis ou
termicamente frageis e, acima de tudo, a sua ampla aplicabilidade a substancias de elevado
interesse para a industria, para muitos campos da ciéncia e até mesmo para o publico (Silva,
2012).

5.2. Conceitos e parametros operatérios

Ao proceder a uma separacdo cromatografica por cromatografia liquida, obtém-se um
cromatograma, isto é, uma representagdo grafica da separacdo referida por meio de picos
correspondentes a cada componente da amostra. De modo a que se possa avaliar
qualitativamente essa separacéo, € necessario definir termos como resolucdo, capacidade de
retencéo e seletividade, relativos a separagdo ou ao sistema cromatogréafico (Chust, 1990). A
Figura 5.1 tipifica um cromatograma no qual se identifica uma sucessdo de picos
correspondentes aos componentes separados, assim como algumas grandezas caracteristicas
de uma analise cromatogréfica.
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Figura 5.1 - Representacdo de um cromatograma (Adaptado de Scott, 2003).

Define-se resolucdo como o grau ou magnitude da separagdo, ou seja, € 0 grau segundo o
qual um pico se distingue de outro num cromatograma. E expressa como a razdo entre a
distancia de dois picos, no ponto maximo, pelo valor médio da largura de ambos os picos, na
linha de base, sendo uma grandeza adimensional. A resolucdo dos picos cromatograficos

depende de dois parametros operatérios, a seletividade e a eficiéncia da coluna, deste modo,
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aumentando a seletividade da coluna, os picos afastam-se; aumentando a eficiéncia os picos

mantém a distancia entre eles, mas tornam-se mais estreitos (Scott, 2003; Chust, 1990).

A capacidade de retencdo é o termo utilizado para identificar ou localizar um pico, ou seja,
mede a capacidade de um sistema cromatografico para reter os componentes da amostra. Ja a
seletividade esta relacionada com a quimica envolvida na separacdo. Este fator indica quando
um pico elui relativamente a outro, estando diretamente relacionado com a capacidade do

sistema em promover a separacao (Chust, 1990).

Ao longo do tempo foram surgindo outros fatores para avaliar a capacidade de separacao de
uma coluna, como o volume de retencdo, o niumero de pratos tedricos e eficiéncia da coluna
(Silva, 2012).

O numero de pratos tedricos descreve a dispersdo do pico cromatografico em relacdo ao seu
centro, constituindo ao mesmo tempo um método facil para o controle diario da eficiéncia do
sistema. Se os picos ndo forem simétricos e apenas se aproximarem da forma gaussiana o
namero de pratos tedricos sera baixo. A eficiéncia de uma coluna é frequentemente expressa
como a altura equivalente a um prato tedrico, ou seja, € a relacdo entre o tempo de

permanéncia do analito na coluna e o alargamento de bandas (Scott, 2003; Chust, 1990).

O tempo de retengéo corresponde a medida em fungdo do tempo, entre o ponto de injecdo da
amostra e o0 pico de um componente que emerge da coluna e pode variar com o fluxo, o
comprimento e o didmetro da coluna. JA o tempo morto corresponde ao tempo em que o
componente que nao interage com a fase estacionaria € eluido. O volume de retencéo
corresponde ao volume da fase mével que é necessario para eluir uma substancia de um

determinado sistema cromatografico (Porto, 2014).

Outro conceito usado em cromatografia € o processo de eluicdo, este indica a passagem do
eluente pela coluna. A eluicdo pode ser isocratica, ou seja, a composi¢cdo da fase movel é
mantida constante durante toda a analise cromatografica e, nesse caso utiliza-se apenas uma
bomba; ou por gradiente, quando ha alteracdo da composicdo da fase moével, aqui, o
bombeamento pode ser feito a baixa pressao, utilizando apenas uma bomba, ou a alta presséo,

onde cada solvente tem uma bomba especifica (Peres, 2002).

Em HPLC, a temperatura também pode influenciar o processo de separacdo uma vez que com
0 aumento da temperatura o desempenho da coluna cromatografica pode aumentar devido a
diminuic8o da viscosidade da fase movel. A temperatura deve ser controlada de modo a uma
boa otimizagcdo de uma separacdo, pois, a falta de controlo pode resultar numa baixa

reprodutibilidade e/ou em picos de baixa resolucdo (Meyer, 2004).
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5.3. Aplicacao

O HPLC é usado em andlises de compostos ndo volateis ou em compostos termicamente
instaveis onde outro tipo de cromatografia, nomeadamente a gasosa, ndo pode ser utilizada.
Uma vez que cerca de 80% dos compostos apresentam essas caracteristicas, o campo de
aplicacdo do HPLC é extremamente vasto, podendo ser aplicado na indlstria como em

Universidades e Departamentos Governamentais (Chust, 1990).

E aplicado quer seja para andlises de controlo de qualidade de rotina, sendo também usado
como ferramenta na area de investigagdo. O Unico requisito do método é que a amostra seja

soluvel na fase movel (Silva, 2012).

5.4. O sistema de HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica analitica com a capacidade de separar,
identificar e quantificar os compostos que estdo presentes numa mistura. A separagdo
processa-se por meio de um mecanismo de interacdo seletiva entre as moléculas do soluto
(amostra) e duas fases, a fase mdvel e a fase estacionéaria (Porto, 2014; Chust, 1990). A fase
movel flui continuamente através do sistema, arrastando a amostra injetada pela coluna e pelo
detetor e deve respeitar algumas caracteristicas impostas pelo método. A principal
caracteriscia € que a fase moével dissolva a amostra sem qualquer interagdo quimica entre
ambas de modo a ndo decompor 0s seus componentes para que estes sejam transportados
pela coluna sem que haja modificagdo, devendo, esta fase apresentar um elevado grau de
pureza ou ser de facil purificagédo levando a realizagdo de andlises de alta sensibilidade, uma
vez que as impurezas podem interferir na dete¢do do analito por UV e noutros detetores. A
fase movel deve, também, ser compativel com o detetor empregado e possuir polaridade
adequada para permitir uma separacdo conveniente dos componentes da amostra. A fase
estacionéria refere-se a coluna cromatografica, ou seja, um cilindro rigido, normalmente de aco
ou vidro, no interior do qual se encontra um material de enchimento formado por pequenas
particulas classificadas quanto ao seu tamanho em macroparticula, intermédias ou
microparticulas. Quanto menor for a particula, maior sera a eficiéncia da separagéo, pois,
particulas menores reduzem a distancia de contacto do soluto com as fases estacionaria e
movel, facilitando o equilibrio e, consequentemente, melhorando a eficiéncia da coluna (Chust,
1990; Peres, 2002; Silva, 2012).

Na cromatografia liquida classica, os componentes da amostra sdo arrastados pela fase movel
através da coluna apenas pela for¢a da gravidade, em HPLC por serem utilizadas particulas
menores no enchimento da coluna € necessario o uso de uma bomba de alta presséo para que
a separacdo decorra num espaco de tempo mais curto. Os componentes basicos de um

equipamento de HPLC sdo uma bomba de alta pressdo, um injetor, uma coluna
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cromatografica, um detetor e um computador (processador de dados) (Kuhn, 2009 ; Meyer,
2004). Na Figura 5.2 estéo representados 0s componentes essenciais para o funcionamento do
HPLC.

Solventes

Bomba

Injetor \

Pré-coluna e

Coluna ﬂ

Detetor

Tratamento de

‘/ dados

Figura 5.2 - Principais componentes do HPLC (Adaptado de Gratzfeld-Hisgen 2001).

5.4.1. Bomba

No HPLC as bombas utilizadas sdo de alta pressédo, devendo ser possivel controlar a sua
pressdo maxima. Uma bomba de HPLC moderna deve ter um fluxo continuo, uma taxa de fluxo
com alta precisdo e um baixo volume morto, além disso, deve ser possivel o controlo da
pressdo maxima e pelo menos duas frentes de solvente para gradientes de fase moével, bem
como a precisdo e exatiddo na composicdo de mistura dos gradientes (Gratzfeld-Hiisgen,
2001).

A utilizacao de alta pressao é necessaria, pois as particulas exercem uma alta resisténcia ao
fluxo da fase mével e, caso nao fosse utilizada a analise tornava-se muito lenta. A variacéo do
fluxo resulta na alteragdo dos tempos de retencéo e das areas dos picos, dai a necessidade de
o fluxo ser constante e ter a possibilidade se ser ajustado consoante o procedimento utilizado
para a determinacdo de analitos, devendo utilizar-se baixos fluxos de modo a permitir uma boa
reprodutibilidade e precisdo. A gama de fluxo pode variar de 0,1 mL/min a 10,0 mL/min. O
sistema de bombeamento, também é usado para a realizacdo de gradientes de eluicdo quando

0s compostos apresentam fator de separagdo muito préximo (Silva, 2012; Chust, 1990).
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Na cromatografia liquida de alta eficiéncia a elevada pressdo por si s6 ndo € o que se
pretende, pois esta provem do fato da fase movel ser um liquido com uma viscosidade
relativamente elevada, que necessita de ser pressionada através de um leito de particulas
densas muito finas. As pequenas particulas tém caminhos de difusdo curtos e, portanto,

produzem um elevado nimero de pratos teoricos por unidade de comprimentos (Meyer, 2004).

Atualmente, as bombas sdo compostas por émbolos com valvulas que regulam o fluxo com
uma maior precissdo. Existem dois tipos com estas caracteristicas: as pneumaticas e as
mecanicas, capazes de controlar a pressdo e manter o fluxo constante, respetivamente (Meyer,
2004).

As bombas pneumaticas utilizam-se quando séo aplicadas pressdes acima dos 500 bar. Neste
tipo de bomba, um gas exerce uma pressao, ativando a maior area de seccao transversal do
pistdo e a outra extremidade encontra-se em contacto com o eluente sobre uma &area muito
menor. A forca € a mesma nos dois lados do pistdo, mas a presséo € mais elevada na area

menor de acordo com a proporcao das duas areas (Silva, 2012; Meyer, 2004).

As bombas mecanicas podem ser divididas em bombas de pistdo reciprocas e bombas tipo
seringa. As bombas de pistéo reciprocas s&o o tipo de bombas mais comuns em HPLC. A fase
movel € bombeada pelo deslocamento de um pistdo controlado por um motor, enquanto as
valvulas abrem e fecham o liquido segue na direcao apropriada. Com cada movimento, o
émbolo transmite uma pequena quantidade de liquido. As bombas do tipo seringa séo
formadas por um pistdo que se move por acdo de um mecanismo de rosca, sustentado por um
motor, o fluxo é continuo, contudo tém capacidade total limitada, sendo necessario parar o
enchimento ap6s o fornecimento de uma quantidade relativamente baixa de solvente (Meyer,
2004; Gratzfeld-Hisgen, 2001).

5.4.2. Injetor

O processo de separagdo cromatografica comeca quando a amostra, juntamente com a fase
movel é injetada logo no inicio da coluna. A amostra € bombeada e percorre a coluna, onde vai
ocorrer a separacgao dos analitos (Porto, 2014). Para se obter uma boa eficiéncia em analises
cromatograficas, um fator muito importante a ter em conta € a maneira como se introduz a
amostra na coluna, uma vez que a amostra deve ser reprodutivel e ter grandes variedades de
volumes, assim como nao deve introduzir bolhas e devem resistir a altas pressées (Silva,
2012).

Duas sdo as formas de injecdo da amostra, sendo elas a injecdo com microsseringas e a
injecdo com valvula rotatéria (injecdo automatica). O injetor de seringa apresenta uma baixa
reprodutibilidade e necessita de um septo para evitar o retorno da amostra e do é&mbolo para

fora do injetor, ja o sistema de injecao de valvula rotatéria € o mais utilizado, pois apresenta
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uma boa reprodutibilidade e elimina o problema de retorna da amostra. Neste sistema o volume
injetado ndo necessita de ser exato, uma vez que a valvula rotat6ria possui uma alca capilar
amostradora (loop) capaz de selecionar volumes de 1 a 100 pL de amostra, sendo o0 excesso

levado para fora do equipamento (Silva, 2012; Meyer, 2004).

Uma valvula de injecéo tipica € uma valvula de seis portas (Figura 5.3), que possui duas
posicdes: a posicdo de carga e a posicdo de injecdo. Para introduzir a amostra, a valvula é
colocada na posicdo de carga, onde a fase movel ultrapassa o loop de amostra e flui
diretamente a partir da bomba através da valvula para a coluna. Para introduzir a amostra no
cromatoégrafo, a valvula passa para a posicdo de injecdo e a fase movel é utilizada para

impulsionar a amostra para a coluna (Nollet, 2000).

Saida da amostra

Entrada da amostra
Alca de amostragem

L~ (loop)

Entrada do eluente

Posicao de carga Posicdo de injecéo

Figura 5.3 - Representagdo de injetor de 6 valvulas (Adaptado de Nollet, 2000).

Uma das evolugdes do método de HPLC sdo os injetores automaticos que permitem uma
elevada reprodutibilidade e que resistem a altas pressfes conseguindo-se, deste modo
melhores resultados na analise quantitativa (Chust, 1990). Os injetores automaticos contém
uma versao acionada mecanicamente da valvula de seis portas, o funcionamento é semelhante
ao das valvulas manuais, mas a amostra é introduzida automaticamente a partir dos vials que
se encontram num carrossel. O formato de carrossel € um meio confidvel e rapido de

transporte de amostras para posterior injecdo (Gratzfeld-Hisgen, 2001).

5.4.3. Pré-coluna

A pré-coluna encontra-se, tal como o nome indica, antes da coluna e serve de protecdo entre o
injetor e a coluna. Contém o mesmo enchimento da coluna analitica impedindo a contaminagao
por impurezas, evitando alterac6es no desempenho da coluna e aumentando o seu tempo de
vida. Funciona, também, como saturador da fase mével impedindo assim o seu arrastamento

na coluna (Meyer, 2004).
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5.4.4. Coluna cromatografica

A coluna cromatografica € onde se da o processo de separacéo das substancias que compdem
a amostra, tornando-a o constituinte mais importante e mais critico de um sistema
cromatografico. A maioria das colunas de HPLC é feita de aco inoxidavel, inertes a corrosao
guimica, resistentes a pressao e reaproveitaveis, ndo sendo necessdria a sua regeneragao
apos cada separacdao. De acordo com as caracteristicas da amostra em estudo poder-se-a
escolher a coluna que melhor se adapta, conforme essas caracteristicas da amostra pode ser
definida de varias formas como esta representado na Figura 5.4. Além disso, numa coluna
cromatografica ha a considerar dois fatores que a caraterizam, sdo eles os fatores quimicos
que dizem respeito ao enchimento (propriedades quimicas, area superficial, entre outros) e
fatores mecéanicos que dizem respeito ao invélucro (como o comprimento, didmetro interno,
material, entre outros) (Silva, 2012; Chust, 1990; Meyer, 2004).

Amostra
| |
Estrutura quimica Carga i6nica Polaridade
— Grupo reacional | Positiva —1  Hidrossolavel
— Esteriéquimica | &= Negativa —1  Lipossolivel

Figura 5.4 - Propriedades fisico-quimicas da amostra (Adaptado de Chust, 1990).

O comprimento da coluna afeta tanto a eficiéncia como a velocidade da separacdo. A utilizacéo
de colunas mais longas resulta em tempos de andlise mais longos, contudo, a eficiéncia da
coluna tende a aumentar com o tempo de andlise. No geral, sdo utilizadas colunas curtas para
separacdes simples, sendo que as colunas analiticas podem variar entre 30 a 300 mm de
comprimento. Os enchimentos mais comuns em HPLC s&o microparticulas de varios
tamanhos, formas e porosidades. O tamanho dos poros diz-nos a superficie com a qual a
amostra interage. Assim, para um bom funcionamento das colunas, as suas particulas devem
ser pequenas e esféricas, o que vai levar a um aumento da sua eficiéncia, uma elevada area

superficial e a uma maior retencdo, devendo ser resistentes as altas pressdes utilizadas em
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HPLC e quimicamente inertes em todos as condi¢cdes de pH e natureza do eluente (Peres,
2002; Chust, 1990; Meyer, 2004).

Quando a fase estacionaria € mais polar, que a fase maével, diz-se que a cromatografia é de
fase normal. Desta forma, numa solucdo que contenha compostos mais polares que outros,
esses compostos mais polares vao ter uma maior afinidade com a fase estaciondria, saindo da
coluna de separagdo mais tarde do que os compostos menos polares. Neste tipo de
cromatografia, os adsorventes da fase estacionaria mais usados sdo normalmente a silica e a
alumina. Por outro lado, quando a fase estacionaria € menos polar que a fase movel, diz-se
que a cromatografia é de fase reversa. Neste tipo de cromatografia, os compostos apolares ou
fracamente polares, sdo mais fortemente retidos na fase estacionaria do que na fase mével. A
retencdo na fase estaciondria € tanto maior quanto menor for a sua solubilidade na fase movel.
Neste tipo de cromatografia, utilizam-se como adsorventes da fase estacionaria substancias
quimicamente modificadas com ligagBes de grupos funcionais. Contudo a cromatografia de
fase reversa é a mais utilizada em HPLC, uma vez que os compostos analisados sdo, na sua

maioria, polares e a adsor¢éo é mais homogénea (Porto, 2014).

O tipo de colunas conhecidas como C8 e C18 (silica octadecil), normalmente as mais usadas,
sdo responsaveis pela maioria das separacdes na cromatografia de fase reversa. O tempo de
retencdo aumenta a medida que o niumero de atomos de carbono aumenta, pois, aumenta a
area de contacto entre a molécula da amostra e a fase estacionaria. Os eluentes mais usados

sdo 0 metanol, o acetonitrilo e a agua (Meyer, 2004; Chust, 1990; Peres, 2002).

5.4.5. Detetores

Tendo como fungdo monitorizar o fluxo da fase movel na saida da coluna, o detetor mede de
forma continua propriedades fisicas ou fisico-quimicas da amostra, ou da solucdo que a

contém enviando um sinal, que é registado num processador de dados na forma de picos
cromatograficos e cuja area, €, geralmente, proporcional a concentracdo do componente na
amostra. A interpretacdo desse registo produz dados qualitativos e quantitativos sobre a
amostra e 0s seus constituinte. Assim, a sensibilidade de um detetor é determinada a partir da
relacdo entre o sinal produzido e a quantidade de amostra que gera o sinal. Por outro lado, a
linearidade € a faixa linear do sistema, onde o sinal do detetor é diretamente proporcional a

concentracdo do soluto (Silva, 2012; Peres, 2002).

Atualmente existe uma vasta gama de detetores para HPLC, sendo que a escolha de qualquer
um deles dependera essencialmente das carateristicas quimicas ou estruturais dos analitos a

detetar e da forma como estas interagem com o eluente (Chust, 1990).
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As carateristicas desejaveis para um detetor de HPLC séo: ter alta sensibilidade, baixo limite
de detecdo, uma ampla faixa de linearidade, ser confiavel e reprodutivel, dar informacéo
quantitativa e qualitativa, ndo destruicdo do soluto, ter insensibilidade a mudancas de
temperatura, dar uma resposta rapida e linear a alteragdes das concentra¢cfes dos solutos e ter
um baixo nivel de ruido (Peres, 2002).

Os detetores mais utilizados em HPLC séo:

- Ultravioleta — Visivel (UV-Vis) e de diodos: Sdo chamados de detetores fotométricos uma vez
que se baseiam na absorvéncia da luz pelo analito ao passar pelo detetor. Sdo os detetores
mais utilizados em HPLC, pois, apresentam um baixo custo, sédo praticamente insensiveis a
pequenas variagbes de fluxo e temperatura e totalmente compativeis para gradientes de
solventes. E um detetor seletivo detetando apenas 0s compostos que absorvem no
comprimento de onda em que o detetor for ajustado. A U(nica desvantagem é a sua
seletividade, ndo podendo ser utilizado na detecdo de lipidos, hidrocarbonetos lineares,
hidratos de carbono, &cidos gordos e a maioria dos polimeros. O de diodos permite que a
absorvancia de uma amostra em todos 0os comprimentos de onda seja determinada de modo
simultédneo. O seu principio é baseado na absorcdo de luz ultravioleta, por parte da amostra.
Outro fator importante € que estes detetores apresentam diferentes sensibilidades para
diferentes comprimentos de onda, tornando-se necessario especificar-se em que regido do
espectro se vai trabalhar, mas a resolucdo espectral depende do tipo e do nimero de diodos
que compde o arranjo (Silva, 2012; Chust, 1990).

- Fluorescéncia (FLD): Séo os detetores de maior sensibilidade, utilizados como método de
detecéo especifica, pois sdo sensiveis para substancias que tém fluorescéncia. Possuem todas
as vantagens dos detetores UV- Vis e ainda a especificidade de permitir discriminar os
constituintes de interesse numa matriz complexa de substancias ndo fluorescentes. S&o
constituidos por uma lampada de excitacdo seguida de um filtro de excitacdo ou uma rede de
difra¢@o, incidindo o feixe luminoso sobre a célula de amostra e excitando-a, originando a
emissdo de um feixe de luz ao regressar ao estado fundamental. Este feixe de luz é
seguidamente dirigido a um segundo filtro ou monocromador que vai selecionar o comprimento
de onda emitido, fazendo-o incidir no fotodetetor. A principal desvantagem de um detetor FLD é

0 seu custo, superior ao de um detetor UV- Vis (Meyer, 2004; Chust, 1990; Peres, 2002).

- Indice de refracdo: Sdo detetores que apresentam resposta para qualquer tipo de amostra.
Acompanham continuamente a diferenga do indice de refracdo entre a fase mével e o eluente
gue sai da coluna contendo os componentes da amostra (Peres, 2002). Sao constituidas por
uma lampada de emissdo que incide o seu feixe luminoso sobre uma célula dupla
(amostra/referéncia), um espelho e um fotodetetor. Quando ambas as células estdo
equilibradas (cheias com fase mével), a luz que as atravessa nao sofre qualquer tipo de desvio
(deflexao), incidindo na sua totalidade sobre o espelho e refletindo no fotodetetor. Contudo,

quando na célula da amostra passa uma substancia, a luz sofre um desvio, incidindo em menor
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intensidade no espelho e consequentemente no fotodetetor. A deflexao/refragdo € tanto maior
guanto maior for a diferenca de composicao entre ambas as células, isto &, quanto maior for a
concentracao da substancia a quantificar. A principal desvantagem deste tipo de detetor é a
sua alta sensibilidade a variagcdes de fluxo e temperatura, sendo também incompativel com
gradientes de solventes (Chust, 1990; Meyer, 2004).

- Eletroquimico: Apresenta uma elevada sensibilidade na dete¢cdo de aminas biogénicas.
Baseia-se na possibilidade de muitos compostos serem oxidados ou reduzidos quando se
aplica um potencial elétrico. Os detetores eletroquimicos possuem uma grande sensibilidade
de detecdo e permitem uma grande especificidade na identificacdo dos analitos, obtida através

da possibilidade de selecao do potencial redox da reacdo (Argenton, 2010).

- Espectrometria de massa (MS): Sdo detetores muito sensiveis e seletivos que convertem as
moléculas do analito num estado ionizado, seguido da fragmentacdo e detecdo desses ides
com base na sua relacdo de massa/carga. Estes detetores permitem uma identificagéo,
quantificacdo e uma caracterizacdo molecular e estrutural de amostras com base na sua

composicao elementar (Meyer, 2004; Nollet, 2000).

5.4.6. Processador de dados

Para armazenar e analisar os dados cromatograficos utiliza-se um computador. Ndo s
controla todos os elementos do HPLC, como também converte o sinal do detetor em
cromatograma e usa-o para determinar o tempo de eluicdo (tempo de retencdo) dos
componentes da amostra (analise qualitativa) e a quantidade de amostra (anélise quantitativa)
através das areas dos picos para posteriormente, através de calculos, se obter a concentragao

da amostra analisada (Gratzfeld-Husgen, 2001).

5.5. Possiveis problemas e limitagfes

Apesar do HPLC ser um excelente equipamento para a separacédo dos analitos em estudo de
uma determinada amostra, o operador pode-se deparar com certas dificuldades, tais como,
uma ma resolugcdo dos picos, picos distorcidos, entre outros, sendo que estes problemas
podem ser resolvidos através do controlo de certos fatores e com um operador experiente.
Para além destas dificuldades, o equipamento apresenta um alto custo, tanto na sua aquisi¢éo
como na sua manutencao. O detetor constitui também um dos problemas do HPLC, pois, uma
vez que nao existe um ideal ha a necessidade de variar de detetor dependendo do tipo de
composto que se pretende analisar. Contudo, as principais vantagens deste equipamento
centram-se no fato de ser bom para uma analise quantitativa, ser versatil e autébnomo (Nollet,
2000).
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6. Validacdo de métodos analiticos

Cada vez mais se caminha em busca da qualidade, tornando-se indispensavel conhecer cada
fase de um processo produtivo. Como tal, a validacdo de métodos analiticos € uma etapa
fundamental uma vez que se trata de demonstrar que o método é adequado ao uso pretendido,
sendo um aspeto vital da garantia da qualidade analitica de modo a que se produzam
resultados crediveis. Através deste processo pode-se demonstrar que o método analitico em
causa € adequado para a analise de um determinado analito numa certa matriz a um
determinado nivel de concentracdo, conduzindo a resultados fiaveis com boa exatiddo e

precisdo, uma vez que o objetivo da validacdo é demonstrar que o método é credivel e
adequado para o fim pretendido (Ferreira, 2010; Silva, 2010).

A validacdo de um método € um processo continuo, come¢ando no planeamento de uma
estratégia analitica e continua durante todo o seu desenvolvimento. Deve ser iniciada apés o
conhecimento do método a validar, no qual os analistas adquirem conhecimentos sobre as
condi¢cdes de armazenamento e manuseamento das amostras, armazenamento e preparacdes
de reagentes, realizacdo dos ensaios, procedimentos de controlo da qualidade e interpretacéo
de resultados (Silva, 2010).

Em Portugal, os processos de validacdo implementados por Laboratérios quimicos devem ter
em consideragdo as condi¢cfes indicadas no Guia RELACRE 13, sendo que a Norma NP EN

ISO/IEC 17025, também, contem um item referente a validacéo de métodos analiticos.

Os métodos de ensaio podem ser métodos normalizados, método que segue 0 que se encontra
indicado numa norma e sao geralmente validados através de ensaios interlaboratoriais e
posteriormente transcritos para uma norma, ou métodos internos, estes ndo seguem nenhuma

norma e sdo geralmente validados internamente por um laboratério (Martins, 2016).

Um método de ensaio € um processo que envolve manipulacdes passiveis de acumularem
erros, sistematicos e/ou aleatérios, podendo em alguns casos alterar de forma significativa o
valor do resultado final. Os erros associados as medicdes analiticas podem ter diferentes
origens, como: erros aleatérios de medicao (afetam a repetibilidade), efeito de matriz, efeito de
corrida e efeito do laboratorio (Silva, 2010; RELACRE, 2000).

Quando se pretende validar um método interno, € necesséaria a descricdo e caracterizagdo
detalhada de todos os passos do estudo experimental de modo a que qualquer pessoa com a
devida preparacdo possa executar a analise. Além disso, nos documentos que permanecerao
no laboratdrio também é necessario colocar o titulo do método, o codigo de identificacdo, a sua
revisdo, a data de entrada em vigor da andlise, os responsaveis pela elaboracdo e aprovacao

do ensaio e o numero de cada pagina (RELACRE, 2000).
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Os requisitos minimos para a validacdo de métodos internos de ensaio dependem do tipo de

método em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos parametros seguintes:

- Gama de trabalho/ Linearidade;
- Limiares analiticos;

- Sensibilidade;

- Preciséo;

- Exatidao.

Estes parametros podem variar dependendo do tipo de método, isto é, para uma analise
qualitativa ndo ha necessidade de testar e validar a linearidade do método, o limite de
quantificacdo, a precisdo e a exatiddo, sendo os limites de detecdo, a
seletividade/especificidade e a robustez os pontos mais importantes na validacdo. Por outro
lado, em analises quantitativas, caso aplicado em gamas vestigiais, todos 0s requisitos acima
citados sao importantes (RELACRE, 2000).

6.1. Curva de calibracao

A curva de calibracdo é um parametro muito importante no que toca a validacdo de métodos
guantitativos uma vez que indica a relagdo entre o sinal medido pelo equipamento (area ou
altura pico) e a concentragdo conhecida do analito. Para a realizagdo de uma calibragdo
analitica do equipamento, procede-se a preparacédo de solugbes padrdo cuja concentragao €
conhecida. Estas solugcfes padrdo sdo medidas no equipamento nas mesmas condi¢cdes das
amostras a analisar. Os padrdes devem distribuir-se igualmente pela gama de trabalho, tendo
em conta que o branco de calibracdo por vezes é diferente de zero e deve integrar a curva
(RELACRE, 2000).

Utilizando o método dos minimos quadrados, a variavel independente (x) representa sempre as
concentracbes dos padrdes e a variavel dependente (y) representa sempre a resposta
cromatografica. Assim, quando a curva de calibracdo representa uma fung¢é@o polinomial de
primeiro grau, isto €, uma reta, pressupde-se que 0s erros tém uma distribuicdo normal e que

existe homogeneidade de variancias ao longo da reta (RELACRE, 2000; Francisco, 2008).

A equacdo da reta da curva de calibragdo é dada por y = a + bx, sendo que (a) é a ordenada
na origem e (b) o declive da reta. Por outro lado, um dos parédmetros de avaliacdo da
calibracdo analitica é o coeficiente de correlacdo, que abrange uma gama de valores entre -1 e
1, sendo que -1 corresponde a uma correlagdo negativa (declive negativo) e 1 corresponde a
uma correlagdo positiva (declive positivo). Contudo, em andlise quimica, as curvas de
calibracdo, no geral, devem apresentar valores de coeficiente de correlacédo superiores a 0,995
(RELACRE, 2000).
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6.1.1 Gama de trabalho

A gama de trabalho de um método analitico corresponde ao intervalo de concentracdes
utilizadas, concentracdo mais baixa e concentracdo mais elevada, determinadas
experimentalmente com preciséo, exatiddo e linearidade. Os primeiros valores da curva podem
ser os valores dos limites de deteccdo, para o extremo inferior, e os limites de quantificagéo,

para o extremo superior da curva (Ferreira, 2010; RELACRE, 2000).

Para escolher a gama de trabalho, quando se tem uma amostra especifica, a concentracéo da
amostra deve situar-se a meio da curva, ja quando a concentracdo do analito é desconhecida,
utiliza-se a curva estudada e os valores tém de se escontrar dentro da curva (Ribani et al.,
2004).

De acordo com o Guia RELACRE 13, quando se utiliza uma metodologia que envolve a
realizacdo de uma curva de calibracdo, a gama de trabalho pode ser avaliada através do teste
de homogeneidade de variancias, analizando-se 10 vezes o primeiro (821) e 0 Ultimo padréo

(Szlo), de maneira a calcular as variancias associadas aos mesmos, usando a equagao:

10
Z. 1(Yi_]- ~¥1)
$H=—r——— (61
i — (6.1)

Sendo:

yi=—— (6.2)

Onde i corresponde ao numero do padréo, j 0 numero de repeticdes feitas para cada padréo y;
corresponde aos valores do sinal do equipamento e y corresponde a média aritmética dos

valores do sinal do equipamento.

As variancias s8o avaliadas de modo a se verificar se existem diferencas significativas entre
elas, nos limites da gama de trabalho. Deste modo € calculado o valor teste PG através das
seguintes equacgbes. De seguida, compara-se o valor de PG com o valor tabelado da

distribuicdo F de Snedecor / Fisher para n-1 graus de liberdade.

PG =22 (6.3) PG = (6.4)

st
Sto

(6.3) Quando S0 > S
(6.4) Quando S?;> S%,
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Se o valor de PG < ao valor de F, conclui-se que as diferencas de varidncias ndo séo
significativas e a gama de trabalho encontra-se bem ajustada, por outro lado, se o valor de PG
> que o valor de F conclui-se que as diferengas de varidncia sdo significativas e,
consequentemente, a gama de trabalho devera ser ajustada até as variancias do primeiro e
ultimo padréao ndo sejam estatisticamente diferentes, isto ¢, PG < F.

6.1.2. Linearidade

A linearidade caracteriza-se pela capacidade de obter resultados linearmente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra dentro de um intervalo determinado, ou seja, verificar se
existe uma relacdo linear entre os valores medidos e as concentracdes dos padrbes de

calibracéo (Francisco, 2008).

A linearidade do método pode ser demonstrada de uma forma simplificada através do estudo
dos parametros da reta (y = a + bx): declive (a), ordenada na origem (b) e o coeficiente de
correlagao (r*). Uma vez que este Ultimo parametro é um bom indicador de correlagéo e néo de
linearidade torna-se necesséria a realizacdo de outros testes complementares ao coeficiente
de correlagdo de modo a garantir uma avaliacao fidvel da linearidade (Francisco, 2008; Ribani
et al., 2004).

No caso deste trabalho, o teste complementar realizado foi o teste de RIKILT. Este permite
analisar a linearidade em cada ponto da reta. Assim, determina-se a razdo entre o sinal
instrumental (y;) e a concentragdo do padrao (x;) para cada ponto da reta e a média das razdes
obtidas (yi/x)m, € é calculada a percentagem de linearidade para cada ponto usando a

equacao:

(yi/xi)

Gi/xom < 100% (6.5)

De seguida, é tragado o grafico de modo a avaliar o seu comportamento linear, ao valor médio
€ atribuido um valor de 100%, isto €&, indicando a linearidade perfeita. De modo a garantir a
linearidade do método, cada ponto de calibracdo deve estar entre 90% e 110%. Caso existam
valores fora deste intervalo esses valores devem ser rejeitados e o grafico € realizado

novamente até que se comprove a linearidade (Silva, 2010; RELACRE, 2000).
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6.2. Limiares analiticos

Os conceitos de limite de detegdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) sé@o de extrema
importancia para a validacdo de um método, uma vez que permitem que sejam tracados limites
analiticos possiveis de alcancar com o método a utilizar, uma vez que indicam a concentracéo
a partir da qual é possivel detetar ou quantificar o analito que se quer analisar. Deste modo,
tratam-se dos limites inferiores da curva de calibracdo, que correspondem a baixos niveis de
concentracdo (Martins, 2016; RELACRE, 2000).

6.2.1. Limite de detecéao

O limite de detecéo (LD) define-se como o teor minimo que é possivel detectar a presenca do
analito com uma certa confianca estatistica. Em termos qualitativos, o limite de detecéo
corresponde ao inicio do intervalo em que é possivel distinguir o sinal do branco do sinal da
amostra, indicando se o analito esta presente ou ausente, ou seja, a mais pequena quantidade
de analito presente numa amostra (LD) pode ser detetada estatisticamente, mas ndo tem de
ser quantificada com um valor exato. E importante salientar, que uma leitura que seja inferior
ao limite de detecdo n&o significa que o analito esteja ausente, apenas indica que a
concentracdo do composto em causa € inferior a um certo valor (Ferreira, 2010; Silva, 2010;
RELACRE, 2000).

Para uma correta definicdo do limite de dete¢@o é necessério introduzir dois conceitos de
estatistica: erro tipo | (risco a) e o erro tipo Il (risco B). O erro tipo |, diz respeito a probabilidade
de confirmar a presenca do analito em estudo numa amostra quando na verdade ndo esta
presente e o erro tipo I, caracterizado como a probabilidade de confirmar a auséncia do analito
em estudo quando na verdade esta presente. Estes dois tipos de erros devem ser minimizados
de modo a se conseguir uma correta analise destes limiares analiticos, uzando-se as
recomendacodes da IUPAC, ou seja, a = 3 = 5% (RELACRE, 2000).

Quando o método analitico envolve a utilizagcdo da curva de calibragdo, o limite de detegéo é

calculado através do desvio padréo residual da curva pela equacao:

b= 33 Sux

- (6.6)

Onde, 3,3 corresponde ao valor de K, um fator numérico para o nivel de confianga que neste
caso é de 99,7%; Sy, corresponde ao desvio padréo residual da curva de calibragdo e b
corresponde ao declive da reta de calibragcéo (Silva, 2010; RELACRE, 2000).
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6.2.2. Limite de quantificagéo

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracao a partir da qual é possivel a
quantificacdo do analito com uma determinada precisdo e exatiddo. Em termos praticos,
corresponde ao padrdo de calibracdo com menor concentracdo. Este limiar, apés ser
determinado, deve ser testado para averiguar se a precisdo e exatiddo conseguida é
satisfatoria, recorrendo a padrdes internos em condicdes de precisdo intermédia cuja

concentragao é préxima ou igual ao limiar de quantificagcao (Martins, 2016; RELACRE, 2000).

Quando o método envolve a utilizacdo da curva de calibracdo, o limite de quantificacdo é
calculado através de uma equacdo semelhante & mencionada para determinar o limite de
detecdo, como demonstrado na equagdo abaixo, contudo, o valor de K neste limite é de 10, o

que significa que o desvio padrao relativo ndo deve exceder os 10% (RELACRE, 2000).

_10. Sy

LQ b

6.7)

Embora o limite de quantificacdo esteja definido no método, sempre que ocorrem altera¢des na
rotina do método torna-se necessario proceder a atualizagdo dos limites experimentais. Assim,
como actualizacdo de ambos os limiares analiticos (LD e LQ) devera ser efetuada sempre que
ocorram alteracbes de fatores de influéncia (como analista, reagentes, equipamento, entre
outros), tal como, sempre que se realizar uma nova curva de calibragéo e se utilize os dados
da mesma para o calculo dos limiares. Podera ser realizado um estudo ao longo do tempo de
modo a se poder adotar como limiares analiticos a média aritmética dos limites de detecdo e
quantificacdo de uma série significativa de curvas, desde que se observe estabilidade nos
valores dos limiares (RELACRE, 2000).

6.3. Sensibilidade

A sensibilidade de um método relaciona-se com a variagdo minima que & necessario impor a
grandeza a medir (concentracéo) para se obter uma variacdo significativa do resultado da
medicao (sinal). Deste modo, um método serd considerado sensivel se pequenas variagdes na
concentracdo do analito (xX) derem origem a variacdes no sinal medido (y). A sensibilidade é
definida pelo declive da reta de calibracdo, logo, se 0 modelo de regressao € linear, a
sensibilidade é constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual ao seu declive
(Francisco, 2008).

O relativismo da sensibilidade faz dela um parametro interessante, isto €, quando se pretende

averiguar a sua evolucao ao longo do tempo, quando se compara a sensibilidade de varios
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métodos analiticos baseados em modelos lineares para o mesmo analito e quando se compara
a sensibilidade para varios analitos (RELACRE, 2000).

Embora relacionados entre si, este conceito de sensibilidade, associado a magnitude do sinal,
nao deve ser confundido com o limite de detecdo, associado a capacidade de resolucédo do
sinal (Francisco, 2008; RELACRE, 2000).

6.4. Precisao

A precisdo é um dos pardmetros principais ha validacdo dos métodos, pois determina a sua
aceitacdo. Expressa o grau de concordancia dos resultados entre dois ensaios independentes
sobre a mesma amostra, amostras semelhantes ou padrbes, em condi¢des definidas, contudo
é perferivel estudar a precisdo em amostras reais de modo a minimizar o efeito de matriz.
Deste modo, a precisdo pode ser avaliada através do estudo da repetibilidade,
reprodutibilidade e precisdo intermédia. S8o geralmente expressas pelo desvio padréo (o) e
pelo coeficiente de variacdo (CV) das respostas obtidas para uma mesma concentragcédo
(Ferreira, 2010; Martins, 2016).

n i 9)2
2 (yi—9)
o= |/ -7 (6.8)
o
% CV = 100 Xz (6.9)

Onde, y representa a média aritmética dos resultados obtidos, yi representa os valores das

areas dos picos e dos tempos de retencéo e n representa o nimero total de medicoes.

6.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade corresponde a precisdo de resultados obtidos por medigcbes repetidas
efetuadas usando a mesma amostra num curto intervalo de tempo sobre as mesmas condi¢des
experimentais, tais como: a utilizagcdo do mesmo laboratério, 0 mesmo analista, 0s mesmos
eguipamentos, assim como 0S mesmos reagentes. Permite avaliar a variabilidade que ocorre
num curto espaco de tempo e é geralmente usada para estimar as diferencas provaveis entre
resultados de réplicas obtidas durante a analise de uma série analitica ou de um mesmo lote
(Ferreira, 2010; RELACRE, 2000).
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Para a determinagdo da repetibilidade séo utilizadas no minimo 10 amostras em condigdes de
repetibilidade. Esta, é dada pelo desvio padrdo associado a média dos resultados obtidos e
indica se a diferenga entre andlises é significativa em termos de repetibilidade. O limite de
repetibilidade (r) corresponde ao valor maximo permitido para a diferenca absoluta entre dois
ensaios (X;, X;.1) em condi¢cbes de repetibilidade, calculada para um nivel de confianca de 95%.
Experimentalmente, se a amplitude entre dois ensaios sucessivos for igual ou inferior ao limite
de repetibilidade os resultados sdo aceites, caso contrario devera ser feita uma analise critica,
e, se necessarios realizar a repeticdo dos ensaios (Bressole, 1996; Martins, 2016; RELACRE,
2000).

O limite de repetibilidade (r) é dado pela equacao:

r=28x [$2  (6.10)

Onde, S;; corresponde ao desvio padréo da repetibilidade dos resultados obtidos.

6.4.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade caracteriza-se como a precisdo de um método de ensaio sobre condi¢des
experimentais diferentes, isto €, diferentes laboratérios, diferentes analistas, diferentes
equipamentos e intervalos de tempo diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, numa
mesma amostra. E um método de anélise avaliado através de ensaios interlaboratoriais
(Ferreira, 2010; Silva, 2010).

Define-se o limite de reprodutibilidade (R), como o valor maximo admissivel para a diferenca
absoluta entre ensaios em condigbes de reprodutibilidade, determinada para o nivel de

confianca de 95% de acordo com a equacao:

R=28 x [S& (611)

Onde, Sg; corresponde ao desvio padrdo da reprodutibilidade associada aos resultados obtidos.

6.4.3. Precisao intermédia

A precisdo intermédia expressa a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, utilizando o
mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratorios diferentes, mas definindo
exactamente as condicdes a variar. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a
interferéncia que a mudanca de certas condi¢Bes intralaboratoriais, como diferentes analistas,

diferentes equipamentos e diferentes dias de analise podem ter no resultado final. Esta medida
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de precisdo, é reconhecida como a mais representativa da variabilidade de resultados num

laboratério e, como tal, € a mais aconselhavel de usar (Ferreira, 2010; RELACRE, 2000).

6.5. Exatidao

A exatiddo de um método define-se como sendo a capacidade de um método analitico em dar
resultados o mais préximo possivel do valor real. A ICH define exatiddo como o grau de
concordancia entre o valor obtido num ensaio e um valor de referéncia aceite como verdadeiro.
E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é um valor obtido por uma medic&o

perfeita, e este valor €, por natureza, indeterminado (Francisco, 2008; Ribani et al., 2004).

A exatiddo estéd condicionada pela existéncia de erros sistematicos, erros que se manifestam
sempre da mesma forma para um dado conjunto de ensaios independentes levando ao
aparecimento de resultados significativamente afastados do seu valor verdadeiro, e erros
aleatdrios. Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: os
materiais de referéncia, a comparagdo de métodos, ensaios interlaboratoriais e a realizagdo de
ensaios de recuperacdo, sendo, este Ultimo o mais utilizado na empresa (Ribani et al., 2004;
Ferreira, 2010).

Segundo ICH, a exatiddo devera ser avaliada através de um minimo de nove determinacdes
em conjunto com as percentagens de recuperacdo, sendo que devem ser adicionadas as

amostras pelo menos trés diferentes concentra¢des cobrindo a gama de trabalho.

A recuperacao esta relacionada com a exatiddo uma vez que indica a quantidade de um certo
analito recuperado no processo em relacao a quantidade real presente na amostra. O estudo
da recuperagdo consiste na adicdo de uma quantidade conhecida do analito que se esta a
estudar, seguida da sua extracdo e quantificacdo de maneira a verificar a percentagem de

recuperacao (Ferreira, 2010; Ribani et al., 2004).

A percentagem de recuperacéo € calculada pela equacéo:

CNom -

C
s 100 (6.12)

Recuperagdo % =
CNom

Onde, Cyom corresponde a concentragao normal ou tedrica e Cqps cOrresponde a concentragao
observada, sendo esta Ultima representa a média aritmética das determinacdes efetuadas (x)
obtida através da introducdo das respostas/areas cromatograficas (y) na equacao da curva de

calibracéo (Francisco, 2008).
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7. Metodologia Experimental

A realizacdo da implementacao e validacao do método de quantificacéo de acido propiénico em
produtos de padaria e pastelaria por HLPC (High Performance liquid chromatography) foi

realizada no Laboratério de Quimica da SGS Portugal, situado em Lisboa.

Para o desenvolvimento da metodologia analitica, foram realizadas inidmeras experiéncias
preliminares de modo a serem obtidas as condicdes mais adequadas e favoraveis para a
valida¢éo do método.

Neste capitulo sdo descritos os reagentes, materiais e equipamentos para a metodologia
experimental e a descricdo do processo.

7.1. Amostras

7.1.1. Amostras para validacdo do método

Tendo em conta que a validagdo do método era em produtos de padaria e pastelaria, foram
escolhidos amostras de pao de forma fatiado embalado e bolo de arroz, sendo que o primeiro

foi obtido numa grande superficie em Lisboa e o Ultimo foi fornecido pela empresa.

7.1.2. Recolha de amostras no mercado

Tendo por base a realizagdo de uma analise mais completa do acido propiénico em produtos
da padaria, foram recolhidas trés amostras numa grande superficie comercial. Por razbes de
confidencialidade ndo serdo apresentadas as marcas em questdo e as amostras serdo sempre
identificadas com um codigo. Assim, na Tabela 7.1 encontram-se as diferentes amostras

usadas, assim, como o tipo comercial e a sua composicao.

Tabela 7.1 — Diferentes amostras estudadas.

Amostra Tipo comercial Composicéo
A Marca propria Pao de trigo
B Marca 1 Pé&o de trigo
C Marca 2 Pao de trigo
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7.2. Reagentes e Preparacao de solucdes

Para preparar a fase movel foi utilizado 1,15 g de sulfato de sédio (Na,SO,) da SIGMA -
ALDRICH, pesado numa balanc¢a analitica Metller Toledo (d= 0,0001) e 30 pL de acido sulfirico
(H,SO,) dissolvido em agua ultra pura ou Mili-Q da Milipore, para baldo volumétrico de 1 L. A
fase moével B, é constituida apenas por acetonitrilo (ACN) para HPLC da Sigma- Aldrich. Estas
servem como eluente, pois separa os componentes da amostra ao longo da fase estacionaria,

dependendo da afinidade destes para com a coluna.

A fase mével A, foi previamente filtrada e levada a um banho de ultra-sons antes de ser

colocada no HPLC.

Para preparar a solugdo stock foi usado 200 mg de padréo &cido propionico (CsHgO,) da EMD
Milipore Corporation diluido em agua ultra pura, num baldo volumétrico de 200 mL, obtendo-se

uma solugéo padréo de 1000 mg/L.

A curva de calibragédo é fundamental no processo de quantificacdo por HPLC, uma vez que em
conjunto com a concentracdo dos padrBes e as suas respectivas areas dos picos vai originar
uma equacéo, designada por equacéo da reta, que sera usada para calcular o teor de &cido
propionico nas amostras (mg/L). Deste modo, para a sua elaboracé@o foram preparadas cinco
solugbes padrao de acido propionico com as concentragdes 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 400,0
mg/L em baldes de 50 mL a partir da solucdo padrdo preparada anteriormente.
Na Tabela 7.2 encontram-se os volumes utilizados para as respetivas concentragdes da curva

de calibragdo. Na Figura 7.2 encontram-se os padrfes e 0s seus respetivos vials.

Tabela 7.2 - Curva de calibracao.

Padrdo (mg/kg) Volume do padréo (mL)
Padréo 1 25,0 1,25
Padréo 2 50,0 2,50
Padréo 3 100,0 5,00
Padréo 4 200,0 10,0
Padrdo 5 400,0 20,0
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Figura 7.1 - Solucdo padréo (P1 — P5) e seus respetivos vials.

7.3. Método a validar

7.3.1. Padaria e Pastelaria

Em primeiro lugar, o péo e o bolo de arroz foram moidos, num moinho Retch, de modo a tornar
mais facil o processo de extragdo do acido propidnico das amostras. De seguida, pesou-se 1 g
da amostra moida, numa balanca analitica Metller Toledo (d= 0,0001), para um copo de 100
mL previamente identificado, onde foi, seguidamente adicionado 10 mL de agua ultra pura e

tapou-se com papel de aluminio.

Posteriormente, levou-se o copo a um banho de ultra-sons Sonorex cerca de 10 minutos de
modo a ocorrer uma correcta dissolucdo do &cido propionico presente na amostra.
Seguidamente, foi passado o contetido do copo para um tubo de falcon de 15 mL, e levou-se o
falcon a centrifugar (Figura 7.2), numa centrifuga HERMLE, durante cerca de 10 minutos a
4000 rpm, podendo ser observado na Figura 7.3 o resultado da extragdo do método.

Por fim, e ap0s a centrifugagcao, com uma pipeta de Pasteur retirou-se parte do sobrenadante
para um vial de 1 mL e injetou-se no HPLC.
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Figura 7.2 - Operacao de centrifugagdo das amostras numa centrifuga HERMLE.

Figura 7.3 - Sobrenadante resultante do processo de centrifugacdo (A) Sobrenadande do péo; (B) Sobrenadante
do bolo.

7.3.2. Condicbes cromatogréficas

Para a quantificacdo do &cido propiénico, nas amostras de padaria e pastelaria em estudo,
utilizou-se o equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), eluicdo isocratica,
com detetor UV, injecdo automética e sistema de aquisicdo de dados, da marca Agilent
Technologies, modelo 1260 Infinity. As condi¢cdes cromatogréficas utilizadas séo apresentadas

na Tabela 7.3.
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Tabela 7.3 - Condi¢des Cromatogréficas.

Fase reversa: 12,5 mm x 4,6 mm
Pré-coluna Tamanho de particulas: 5 um
Marca: Teknokroma BRISA LC2 C18
Fase reversa: 250 mm x 4,6 mm
Coluna Tamanho de particulas: 5 um
Marca: Teknokroma BRISA LC2 C18
UV-Visivel
Detector Emiss&o: 443 mm
Excitacdo: 333 nm
Temperatura do forno Temperatura ambiente + 25 °C
Bomba / Fluxo 1 mL/min.
Volume de injecéo 25 pL
Tempo de corrida 15 minutos
90% Fase mével A (Tampé&o Na,SO, + 30uL
Fase movel H,S0,)
10% Fase mével B (ACN)

7.3.3. Quantificacao de acido propiénico por HPLC

De modo a quantificar a amostra quanto ao seu teor de acido propiénico em mg/L, foram
preparados e injetados no HPLC padrbes para a curva de calibracdo a fim de se obter uma

equacao da reta, representada na seguinte equacéo:
Y=ax+b (7.2)

Sendo que y representa a area do pico, a o declive da reta, x a concentracdo de &cido
propionico na amostra e b a ordenada na origem. A equacao da reta mostra, assim, a relagao

entre o valor de x (concentracéo de acido propiénico) e a medida de y (area do pico).

De modo a se considerar os dados obtidos validos deve verificar-se o valor de R* (coeficiente
de correlacdo), que devera ser o mais proximo possivel de 1, uma vez que quanto mais
préximo de 1 menor sera o valor do desvio padrao residual e, consequentemente, menor seré a
incerteza associada ao resultado final do método. Valores abaixo de 0,995 (valor minimo
aceite) é recomendavel que a andlise seja realizada novamente (Mesquita, 2013; RELACRE,
2000).

Para cada andlise realizada foi necessario fortificar uma amostra. O procedimento é realizado
do mesmo modo das restantes amostras, sendo esta sujeita a adicdo de uma quantidade de
solucao stcok de concentracdo conhecida. A quantidade de stock adicionada é determinada de
forma a garantir que a amostra fortificada se encontre sempre dentro da curva de calibracéo.

Posto isto, foi adicionado 1 mL de solugdo stcok (200 mg/L) a amostra de pao e a amostra de
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bolo, no inicio do procedimento, de modo a que aliquota final a ser injetada no HPLC
apresentasse uma fortificacdo de 100 mg/L de acido propionico. No caso da massa de acido
propiodnico na amostra cair fora da gama da reta de calibracdo ajusta-se a quantidade injetada,

diluindo essa fracao de amostra.
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8. Resultados e Discussao

De acordo com o Guia RELACRE 13, e sendo este método um método quantitativo, pode
dizer-se que foram tratados todos os requisitos analiticos necessarios para a validacdo do
mesmo. Uma vez que o método se realizou com amostras distintas e as condi¢des
cromatograficas foram iguais, foi necessario realizar uma curva de calibragdo que abrangesse

ambos os produtos alimentares, permitindo analisar ambas as amostras simultaneamente.

8.1. Curva de calibragéo

8.1.1. Gama de trabalho

Apbés o estudo de qual seria a gama de trabalho mais adequada para o método de
guantificacdo de acido propidénico em alimentos, chegou-se as seguintes concentracbes de
padrées: 25,0 ; 50,0 ; 100,0 ; 200,0 e 400,0 mg/L. Na Tabela 8.1 encontram-se representado 0s
valores das concentra¢bes dos padrdes e respectivas areas cromatogréaficas referentes a area
do pico/sinal dado pelo HPLC, que deram origem a reta de calibracdo, Figura 8.1, em baixo

ilustrada.

Tabela 8.1 - Padrdes das curvas de calibracéo e seus respectivos sinais cromatograficos referentes ao

diale?2.
Concentracéo (mg/L) Area do pico
0,0 0,0
25,0 20,6
50,0 41,5
100,0 85,7
200,0 172,5
400,0 346,7

1‘1:00,0

20,0 y =0,869x - 1,046
@010 R*=1,000

©

400,0

0,0 : : : : .
100,000  100,0 200,0 300,0 400,0 500,0

Concentragio (mg/L)

Figura 8.1 - Curva de calibragéo do acido propiénico na gama de concentracdes de 25,0 a 400,0 mg/L.
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Segundo figura 8.1 o coeficiente de correlacdo (RZ) foi de 1,000 na gama de concentracfes de
acido propiénico de 25,0 a 400,0 mg/L. Para se validar os dados obtidos, o valor de R’ devera
ser 0 mais préximo possivel de 1, pois, quanto mais proximo de 1 menor sera o valor do desvio
padréo residual e menor serd a incerteza associada ao resultado final do método (Mesquita,
2013; RELACRE, 2000).

No sentido de se poder avaliar a gama de trabalho foi realizado o teste de homogeneidade de
variancias, onde foi analisado 10 vezes o primeiro padrao (25,0 mg/L) e 10 vezes o Ultimo
padrdo (400,0 mg/L). Nas Figuras 8.2 e 8.3 estdo representados os cromatogramas obtidos

para os padrdes 25,0 e 400,0 mg/L, respetivamente.
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Figura 8.2 - Cromatograma correspondente ao padréo 25,0 mg/L.
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Figura 8.3 - Cromatograma correspondente ao padréo 400,0 mg/L.

Os cromatogramas obtidos fornecem os valores de area do pico e do tempo de retengéo

relativo ao analito em estudo, neste caso, acido propionico, sendo o tempo de retencdo de
6,565 minutos e a area de 20,6 e de 346,7 para o padrao de 25,0 mg/L e 400,0 mg/L,

respetivamente.

Os resultados representados na Tabela 8.2 foram usados para calcular as variancias

associadas ao primeiro e ultimo padréo, utilizando as equacgdes (6.1) e (6.2).

Tabela 8.2 - Areas dos picos, média, desvio padrao e variancias dos padrfes 25,0 e 400,0 mg/L.

Areas dos picos cromatogréaficos
Padrédo 25,0 mg/L Padrédo 400,0 mg/L

20,6 346,7

21,0 347,5

20,3 350,5

21,1 346,8

20,5 346,5

21,2 350,9

20,8 348,9

20,8 346,9

21,5 347,6

21,8 348,6

Média 21,0 348,1
Desvio padréo 0,5 1,6
Variancia 0,19 2,3
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De modo a avaliar as variancias foi calculado o PG pela equacéo (6.3), obtendo-se um PG
igual a 1,21. Para verificar a existéncia de diferencas significativas entre as varidncias
comparou-se o valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor / Fisher, para
um intervalo de confianca de 99% e para (n - 1) graus de liberdade, que neste caso € igual a 9.
Sabendo que o valor tabelado é de 5,35 pode-se concluir que o resultado de PG foi inferior ao
valor critico (F), logo, ndo existem diferencas significativas entre as variancias, sendo a gama

de trabalho utilizada ajustada e adequada para o método.

Outro ponto avaliado de modo a investigar se este era adequado para a determinag&o de acido
propionico foi o sistema cromatografico. Para tal, foram usados os resultados fornecidos pela
homogeneidade de variancias a fim de se determinar o coeficiente de variagéo (CV %). Os

resultados sédo apresentados na Tabela 8.3.

Tabela 8.3 - Andlise da adequagédo ao sistema cromatogréafico para primeiro padréo (25,0 mg/L).

Area do pico Tempo de retencédo

20,6 6,569

21,0 6,567

20,3 6,568

21,1 6,569

20,5 6,571

Média 20,7 6,569

Desvio padréo 0,3 0,001

Coeficiente de variacéo 1,5 0,02
(CV %)

Tendo o coeficiente de variagdo um valor inferior a 5% para a &rea do pico, e o coeficiente de
variagdo para o tempo de retencgdo ser inferior a 2%, critérios internos da empresa, considerou-

se o sistema cromatografico adequado para a analise do acido propionico.

8.1.2. Linearidade

Através do estudo da reta de calibragdo sabe-se que o coeficiente de correlacdo é aceitavel,
contudo ndo comprova a linearidade da reta. Normalmente o estudo da linearidade da reta de
calibracdo em cromatografia é realizado de acordo com o teste RIKILT, uma vez que este
permite avaliar a linearidade através do estudo dos residuos. Para tal, foi utilizada a equacao

(6.5), obtendo-se os resultados na Tabela 8.4.
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Tabela 8.4 - Calculo dos residuos para o estudo da linearidade.

n Xi Yi (Yil X) (il Xi) 1 (Yil Xi)m
(%)

1 25,0 20,6 0,82 97

2 50,0 41,5 0,83 98

3 100,0 85,7 0,86 101

4 200,0 172,5 0,86 102

5 400,0 346,7 0,87 102

Média Y;/ X)m | 0,85

De acordo com os valores da Tabela 8.4 foi criado um gréafico (Figura 8.4), onde o eixo das
abscissas corresponde as concentracdes do analito e o eixo das ordenadas aos valores das

percentagens calculadas.
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Figura 8.4 - Teste de RIKILT para avalia¢éo a linearidade do método.

A condicdo de linearidade deste método observa-se caso os valores do teste de RIKILT se
situem entre os 90% e os 110%. Através do gréfico, representado na Figura 8.4, verifica-se

entdo a linearidade do método, sendo a fungdo de calibracao linear.

8.2. Limiares analiticos

Os limites de detecdo e de quantificacdo sdo parametros importantes, pois, indicam a
concentracdo a partir da qual é possivel detetar ou quantificar, respetivamente, a substancia

em andlise.
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Para calcular o limite de detecdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ), quando o método
analitico envolve a utilizacdo da calibracdo linear, os limites sdo calculados através do declive
da reta, (Figura 8.1) e do desvio padréo residual de acordo com as equacdes (6.6) e (6.7),
sendo que o limite de quantificacdo corresponde ao primeiro ponto da curva de calibracao,
sendo confirmado no inicio de cada analise através da equacao (6.7).

Na Tabela 8.5 encontram-se representados os limites de dete¢do e de quantificagdo tedricos
obtidos para o0 método em estudo, calculados através de parametros da reta de regresséo
linear.

Tabela 8.5 - Valor do limite de detecéo e de quantificacdo calculado para a determinagéo do &cido

propiénico.
Declive dareta Desvio padréo Limite de Limite de
(b) residual Sy detecdo (LD) quantificacéo
(LQ)
0,869 0,709 2,7 mg/L 8,2 mg/L

8.3. Precisao

Para estudar este parametro, foram avaliadas a repetibilidade e a precisado intermédia.

8.3.1. Repetibilidade

Este ensaio consiste em repetir 0 mesmo ensaio, sobre a mesma amostra, pelo mesmo
analista, mesmo equipamento e mesmos reagentes num curto intervalo de tempo. Para
determinar a repetibilidade do método, para amostras de pao de forma e bolo de arroz, foram
efetuadas 10 repeticbes de cada matriz e calculada a concentracdo de analito presente, o
respetivo valor médio, o desvio padrao, limite de repetibilidade, repetibilidade (%) e o
coeficiente de variacdo. Tendo em conta que a repetibilidade na matriz de pastelaria foi
analisada num dia diferente do que a repetibilidade na matriz de padaria, foram preparadas
curvas de calibracdo diferentes, resultando em y = 0,869x — 1,046 para o0 pao de forma, e y =
0,851x + 0,397 para o bolo de arroz. A determinagdo da concentra¢@o de analito (mg/kg) nas
matrizes em estudo foi realizada de acordo com a equacédo 7.3. Os resultados obtidos para a
matriz de padaria e pastelaria podem, entdo, ser observados na Tabela 8.6 e 8.7,

respetivamente.
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Tabela 8.6 - Avaliacao da repetibilidade obtidos para péo de forma.

Tipo de amostra

Concentracao (mg/kg)

Pao de forma

2247,0

2258,2

2257,4

2253,0

22244

2255,9

2206,4

22511

2232,6

2279,1

Média

2246,5

Desvio padréo

20,4

N° de medicbes

10

Limite de repetibilidade

57,2

Repetibilidade (%)

2,55

Coeficiente de variagéo (CV %)

0,91

Tabela 8.7 - Avaliacao da repetibilidade obtidos para o bolo de arroz.

Tipo de amostra

Concentracdo (mg/kg)

Bolo de arroz

434,9

446,4

415,4

409,3

400,7

432,5

398,7

418,5

428,0

399,1

Média

418,3

Desvio padréo

16,7

N° de medicbes

10

Limite de repetibilidade

46,8

Repetibilidade (%)

11,2

Coeficiente de variacdo (CV %)

4,0
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Analisando-se ambas as Tabelas (8.6 e 8.7), pode-se concluir que se obteve um limite de
repetibilidade de 57,2 mg/kg e 46,8 mg/kg para o pao e o bolo, respetivamente com um nivel

de confianca de 95%.

Para validar o método em termos de repetibilidade o coeficiente de variacdo (CV %) deve ser
inferior a 5,0%. De acordo com os dados da Tabela 8.5 e da Tabela 8.6, verifica-se que para
ambas as amostras este requisito foi atingido, sendo de 0,91% para a amostra de pdo e 4,0%
para o bolo. O facto do coeficiente de variacdo ser superior no bolo deve-se a diferente

composicao das matrizes.

8.3.2. Preciséo intermédia

De modo a determinar a precisdo intermédia do método, foram aproveitadas as 10 medi¢bes
da repetibilidade, de cada matriz, e, num outro dia foi repetido 0 ensaio, com 0 mesmo analista,
realizando mais 5 determinag@es. Ou seja, a condi¢do que variou neste parametro foi o dia de
andlise. Como tal, foi necessario preparar novas curvas de calibracdo, resultando em y =
0,870x — 1,540 para a amostra de pdo e em y = 0,848x + 1,446 para o bolo. Os resultados

desta analise para ambas as matrizes podem ser observadas na Tabela 8.8.
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Tabela 8.8 - Avaliacao da preciséo intermédia para as matrizes em estudo em dias diferentes.

Amostra Concentragéao Amostra Concentragdao
(mg/kg) (mg/kg)
2247,0 434,9
2258,2 446,4
2257,4 415,4
2253,0 409,3
Péao de forma 1° dia 2004 4 Bolo de arroz 1° dia 4007
(9/2/2017) ' (26/4/2017) '
2255,9 432,5
2206,4 398,7
2251,1 418,5
2232,6 428,0
2279,1 399,1
2282,0 424.8
2261,5 433,0
Pao de forma 2° dia 2280,7 Bolo de arroz 2° dia 413,9
(10/2/2017) (5/5/2017)
2263,8 405,4
2277,7 439,8
Média 2255,4 Média 420,0
Desvio padréo 21,5 Desvio padréo 15,5
N° de medigbes 15 N° de medigdes 15
Precisao intermédia 60,3 Precisao intermédia 43,49
Precisédo intermédia 2,68 Precisédo intermédia 10,3
0,
) (%)
CV (%) 0,96 CV (%) 3,7

A andlise da precisédo intermédia € considerada validada se o coeficiente de variagao (CV %)
for inferior a 5,0%. De acodo com os resultados obtidos na Tabela 8.8 verificou-se que o CV
(%) para o pao foi de 0,96% e para o bolo foi de 3,7%, pelo que foram inferiores ao critério

exigido, e pode entdo concluir-se que o método €é valido para a preciséo intermédia.

Tanto na repetibilidade como na preciséo intermédia, o CV (%) obtido no bolo foi superior ao
gue foi obtido no péao. Isto pode dever-se ao fato de a amostra de bolo quando foi analisada ja

ter passado ligeiramente da validade.
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8.4. Exatidao

De modo a avaliar a exatiddo do método foram realizados vinte e quatro ensaios de
recuperacdo com a fortificagdo de 100 ppm, realizados com duas amostras de diferentes
concentracdes. Tendo em conta que este parametro foi avaliado em dias diferentes, foi
necessario preparar uma nova curva de calibracdo para a amostra do bolo de arroz, sendo a
equacao da reta y = 0,855x + 0,029. De notar que a curva de calibracdo para a amostra de pdo

foi a usada na repetibilidade para a mesma amostra.

Nas Figuras 8.5 e 8.6 estdo representados 0s cromatograma para a amostra de pdo néo
fortificada e fortificada, respetivamente.
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Figura 8.5 - Cromatograma referente a amostra de pao nao fortificada.
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Figura 8.6 - Cromatograma referente & amostra de pao fortificada com 1 mL de stock de acido propidnico.

De acordo com os cromatogramas verificou-se a presencga de acido propiénico para a amostra
de péo ndo fortificada (Figura 8.5) obtendo-se um tempo de retengcdo de 6,557 minutos, um
pico cromatografico com uma area de 195,7 e uma concentracdo de 2247,0 mg/kg. J4 na
amostra fortificada, com a adicdo de 1 mL de solugéo stock de &cido propidnico observa-se um
tempo de retencéo de 6,554 minutos, um pico cromatografico com uma area de 277,5 e uma

concentracdo de 3181,2 mg/kg.

Para a amostra de bolo de arroz o procedimento foi o mesmo, obtendo-se os cromatogramas
apresentados nas Figuras 8.7 e 8.8 para os ensaios ndo fortificado e fortificado,

respetivamente.

61



Implementacéo e validacdo do método de quantificacao de &cido propiénico por HPLC em
produtos de padaria e pastelaria

mALl
1204 1
100+ '
80 | '|
80 |
_ | 8
] | =
I 'S
' K 5
o | | -
B |I I"‘.| [ | ‘ -8
i Ir' M 'U\ [ ‘© A
20 | b I"-‘,' | < II |
| '
i f I\jll M % I| |I
1 | I| I = i
] | | n o [
0- A P Y| S I
L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 -] o] 10 12 14

Tempo de retengdo (min.)

Figura 8.7 - Cromatograma referente & amostra de bolo né&o fortificada.

mALl

140

80

&0

40

6480 Acido Propi6nico

<
—

Figura 8.8 - Cromatograma referente a amostra de bolo fortificada com 1 mL de stocl

T
12 14
Tempo de retengdo (min.)

De acordo com os cromatogramas verificou-se a presenca de acido propiénico para a amostra
de bolo ndo fortificada (Figura 8.7) obtendo-se um tempo de retencdo de 6,489 minutos, um

pico cromatografico com uma area de 37,7 e uma concentracdo de 434,9 mg/kg. Ja na amostra

fortificada, com a adicdo de 1 mL de solucdo stock de acido propidnico observa-se um tempo
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de retencdo de 6,480 minutos, um pico cromatografico com uma area de 121,8 e uma

concentracao de 1375,3 mg/kg.

Tabela 8.9 - Andlise da exatidao para ambas as amostras.

Amostras C. amostra C. amostra F C. tedrica Recuperacéo
(mg/L) (mg/L) (mgiL) (%)
223,4 320,5 94,1
226,3 318,3 92,1
227,0 318,2 91,3
226,5 315,8 89,3
223,5 314,5 91,0
227,2 317,1 89,9

Pé&o de forma 220.6 3131 100 834
2271 314,0 86,9
2242 319,6 95,4
228,9 320,5 91,6
222,6 315,4 92,8
219,6 314,0 94,4

Média 91,0

Desvio padréo 3,2

CV (%) 35

384 143,4 104
43,8 132,5 88,6
45,0 128,5 83,5
41,6 129,9 88,3
42,2 142,3 100
50,1 155,2 105

Bolo de arroz 43.4 138.8 100 954
40,5 144.4 104
42,4 150,6 108
44,2 150,4 106
40,1 1477 108
41,5 147,4 106

Média 99,7
Desvio padréo 8,6
CV (%) 8,6
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Na Tabela 8.9 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da exatiddo, segundo os ensaios

de recuperacao para as amostras de pao e bolo.

De acordo com os resultados da Tabela 8.9 observa-se uma média de recuperacao de 91,0%
para a amostra de pdo e de 99,7% para a amostra de bolo. Pode entdo concluir-se que o
método utilizado é exato, uma vez que a faixa média aceitavel para a avaliacdo da exatidao

através de ensaios de recuperagdo de acordo com o critério da SGS é de 80% a 120%

(Mesquita 2013).

8.5. Resultados das amostras recolhidas no mercado

De modo a uma melhor avaliagdo do método validado e atendendo a que o valor obtido de
acido propionico na validagdo do método da amostra de panificagdo se encontrava a cima do
valor de 2000 mg/kg em péao fatiado embalado, foram realizados estudos em amostras de
produtos de padaria de diversas marcas (EFSA 2014). Nas figuras 8.9, 8.10 e 8.11 estéo

representados os cromatogramas para as amostras de p&o A, B e C, respetivamente.
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Figura 8.9 — Cromatograma referente a amostra A.
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Figura 8.11 — Cromatograma referente & amostra C.

De acordo com os cromatogramas verificou-se a presenca de acido propiénico em todas as
amostras analisadas, obtendo-se para a amostra A um tempo de retencdo de 6,285 minutos,
um pico cromatografico com uma area de 148,3 e uma concentragdo de 1369,3 mg/kg. Ja na
amostra B, observa-se um tempo de retencédo de 6,216 minutos, um pico cromatografico com
uma area de 182,5 e uma concentracdo de 1821,3 mg/kg. Por fim, para a amostra C observa-
se um tempo de retencdo de 6,389 minutos, um pico cromatografico com uma area de 169,8 e

uma concentracédo de 1760,3 mg/kg.
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Para a realizacdo deste ensaio foram feitas trés extracdes para cada uma das amostras. Na
Tabela 8.10 sdo apresentados os resultados do estudo da média, desvio padrdao e
concentragéo para as amostras A, B e C.

Tabela 8.10 — Andlise da concentrag&o do analito em estudo das amostras recolhidas no mercado.

Amostra Desvio padréo Concentracdo (mg/kg)
A 37,5 1369,3
B 22,2 1821,3
C 10,9 1760,3

Analisando a Tabela 8.10 observa-se que a amostra A apresenta uma menor concentragédo de

acido propiénico (1369,3 mg/kg) relativamente a amostra B (1821,3 mg/kg) e a amostra C
(1760,3 mg/kg).

Comparativamente com a amostra de pé&o utilizada para a validagcdo do método proposto neste
trabalho, pode observar-se que todas as amostras recolhidas no mercado apresentam uma
concentracao de acido propionico inferior & amostra analisada para a validacdo do método, que
apresenta uma concentracdo média de 2246,5 mg/kg de acido porpionico. E de notar que todas
as amostras sdo de pao de trigo, contudo as amostras recolhidas no mercado sdo de péo de
trigo integral, assim esta diferenca de receita poderd estar relacionada com uma menor

quantidade de analito usado e por conseguinte quantificado.

De acordo com a legislacdo, estas amostras encontram-se todas dentro dos limites
estabelecidos por lei, onde os limites maximos sédo de 3000 mg/kg.
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9. Conclusao

Este trabalho surgiu com o objetivo de implementar e validar o método de quantificacdo de
acido propionico em produtos de padaria e pastelaria por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), uma vez que a SGS ainda ndo tinha uma metodologia para tal, tendo sido
realizados estudos prévios a sua implementacdo e validagdo, de modo a chegar-se a um
método simples e fiavel para poder ser utilizado em analises de rotina num laboratério. O

presente trabalho contribui, assim, para este objetivo.

Apés o estabelecimento do método adequado procedeu-se a sua validagcdo. Este processo,
tem inicio nas fases de sele¢do, desenvolvimento e otimizacdo do método e na qualificacédo
dos equipamentos, materiais e da mao-de-obra, continuando no decorrer da fase experimental.
De modo a validar a metodologia foram realizados estudos de linearidade, limiares analiticos,

repetibilidade, preciséo intermédia e exatid&o.

A linearidade foi verificada entre as concentragbes de 25,0 mg/L e 400,0 mg/L, sendo que,
qualquer valor fora desta gama caracteriza-se de extrapolacdo. De modo a evitar incertezas
associadas a resultados que se apresentem fora da gama linear, deve-se proceder a dilui¢cdo
da amostra para concentra¢des superiores a 400,0 mg/kg, e caso a concentracdo seja inferior
a 25,0 mg/kg deve pesar-se uma quantidade maior de amostra ou fortifica-la de modo a
quantidade de analito se encontrar dentro do intervalo da gama de trabalho. O método possui

um limite de detecdo de 2,7 mg/L e um limite de quantificacdo de 8,2 mg/L.

Em termos de repetibilidade e precisdo intermédia, para ambas as matrizes, a metodologia
encontra-se validada uma vez que o coeficiente de varia¢@o foi inferior a 5%. Por dltimo, foi
também avaliada a exatiddo do método recorrendo a realizagdo de ensaios de recuperagéo
para ambas as amostras em estudo. Aqui, obtiveram-se resultados positivos, uma vez que se
apresentam dentro dos critérios de aceitagéo (80 — 120%), confirmando-se, assim, a validagdo

do método.

Deste modo, conclui-se que apdés o cumprimento de todos os requisitos de cada etapa da
validacdo, pode considerar-se o0 método como validado, podendo ser utilizado regularmente
para a finalidade a que se distina, passando assim, a fazer parte da ampla gama de andlises a
produtos que a SGS Portugal se ocupa. A importancia da validagdo centra-se no facto desta
ser fundamental para determinar se os métodos desenvolvidos se adequam aos objetivos a
que se destinam, a fim de se obterem resultados confiaveis que possam ser satisfatoriamente

analisados.

Relativamente as amostras adquiridas numa grande superficie pode, também, concluir-se que
os valores de acido propionico obtidos encontram-se dentro dos limites maximos estabelecidos

na legislacao.
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Finalizando, mostro a esperanca de que este trabalho possa cumprir a sua misséo, vindo a
tornar-se um protocolo a ser utilizado pelos analistas na avaliacdo do controle de qualidade
tanto nas matrizes aqui estudadas como aquando da avaliagdo de outras dentro do segmento
estudado neste documento, de modo a garantir a viabilidade do método. Também tera um
papel importante participar em ensaios interlaboratoriais ou utilizar materiais de referéncia

certificados como outra forma de avaliar a exatidao.
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