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Objectivos

O tema de partida do projeto laboratorial desenvolvido na empresa Controlvet,
para a realiza¢do da tese de Mestrado teve como objectivo, desenvolver e validar
um método interno de quantificacdo de gordura total em alimentos, e do seu perfil
de acidos gordos em GC-FID.

O laboratério de quimica apresentdva uma grande dificuldade com o método de
extrac¢do semicontinua de Soxhlet, em manter as amostras durante 6h num re-
fluxo de extrac¢do continua, com uma mistura de éter de petréleo, isto porque é
necessdrio estar sempre a encher a coluna de extrac¢do, para a amostra nao secar
e também porque € um método muito demorado e “tempo € dinheiro”.

A validag¢do de outro método mais rapido, com a possibilidade de reduzir erros
grosseiros € mais preciso, seria Util na determinacio de gordura total e do seu
perfil de 4cidos gordos em amostras alimentares.



Resumo

Tem existido, cada vez mais, a necessidade de minimizar tempo, gastos e extensao
dos ensaios laboratoriais em laboratérios de andlises quimicas, e no laboratério de
seguranca alimentar-Controlvet, ndo é excepg¢ao.

Esta dissertacdo foca-se numa tentativa de juncdo de dois métodos que a em-
presa utiliza em separado: uma para obtencao de gordura total, através do método
de soxhlet e outro que utiliza essa gordura para quantificar o perfil de 4dcidos gor-
dos utilizando a instrumentacao analitica de cromatografia gasosa com um detec-
tor de ioniza¢do em chama.

Fundamentalmente este estudo foi baseado num método da AOAC que nos

permite obter a percentagem total de gorduras e o perfil de dcidos gordos de uma
s6 vez utilizando o GC-FID.

Palavras chave

Validacdo, acreditacdo, acidos gordos, perfil 4cidos gordos, GC, estatistica, nor-
mas, alimentacao.
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Abstract

It is noticeable that there is a need to minimize time, expense and lab trials within
chemical labs and in the food control labs, Controlvet is not an exception.

This focus in an attempt to join two methods that this laboratory has been used
separately, one in order to obtain total fat content through the soxhelt method and
the other that uses that fat content to quantify the fat acids profile using an Chro-
matographic analyses with a heated ionized detector.

This study was based using the AOAC method, which allows us to obtain a
percentage of total fats and its profile in one test only, using the GC-FID.

Keywords

This research is based in a set of relevant issues to its development and compre-
hension. Its those words: Validation, accreditation, fat acids, fat acids profile, GC,
statistics, norms and food.



Preambulo

Esta dissertacdo encontra-se organizada em cinco capitulos aos quais foram acres-
centados alguns anexos onde consta alguma informacao adicional.

No primeiro capitulo, introdugdo, faz-se uma referéncia a empresa Control-
Vet - Seguranga Alimentar que possibilitou o desenvolvimento deste trabalho e
também as boas préticas de um laboratdrio de seguranga alimentar.

No capitulo seguinte, fundamentacio, compilou-se, em forma de resumo sis-
tematico, a informacao tedrica subjacente a este estudo: desde uma breve revisao
relacionada com os dcidos gordos, os métodos analiticos utilizados, indo culminar
com a valida¢dao dos mesmos.

No terceiro capitulo, sistematizou-se a informacao mais relevante relacionada
com a parte experimental deste trabalho, nomeadamente o que se refere ao mate-
rial e métodos utilizados bem como alguns dos procedimentos utilizados no trata-
mento e andlise de resultados.

No quarto capitulo, estdo descritos e sistematizadas as informac¢des mais re-
levantes relacionadas com os resultados obtidos experimentalmente, incluindo al-
guns comentdrios pertinentes.

Por fim no capitulo cinco encontra-se a conclusdo de todo este estudo e pro-
jecto laboratorial.

No sentido de simplificar o tratamento da informacao e sua transferéncia entre
as ferramentas de calculo (folha de calculo e programa Octave) para o texto foi
adoptada a notacao padrao Americana para a representagdo dos valores numéricos
em que o separador decimal foi substituido pelo ponto.
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Nomenclature

%CV - coeficiente de variagdo (sob a forma de valor percentual)

%RI

- taxa de recuperagdo (do Inglés, Recovery index)

9%RSD - desvio padrao relativo (sob a forma percentual)

%TAG - fracgdo total de 4cidos gordos (em percentagem)

(04

=i

<

Av

ASS

Pxy

- nivel de significancia ou de diferenca significativa (traduz a probabilidade
de erro tipo I - rejeicdo abusiva)

- valor da abcissa do centréide da curva de calibragao
- valor da ordenada do centréide da curva de calibracdo

- valor médio obtido para o sinal instrumental referente a amostra com M
réplicas de amostra

- poténcia do teste (traduz a probabilidade de erro tipo II - aceitacio abu-
siva)

- variacdo no nimero de graus de liberdade introduzida por uma alteracao
voluntaria (ndo aleatdria)

- variacdo na soma de quadrados introduzida por uma alteragdo voluntdria
(ndo aleatdria)

- nimero de graus de liberdade (nimero de valores estatisticamente inde-
pendentes)

- correlacdo entre as varidveis X e Y

0(Xy4) - erro padrdo do teor da amostra

(72

- variancia (diferenga quadratica média)
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X

Gg - variancia interna (contribui¢do puramente aleatdria)

Gj - variancia externa (contribui¢do devida ao factor)

Ofir - desvio padrdo do ajuste (estimativa do erro aveatorio inerente ao ajuste
do modelo aos valores experimentais)

Ope - estimativa da contribui¢do puramente aleatdria (dispersao)

a3 - estimador de simetria (a3 = ¥(z;)?/N)

a; - estimador de curtose (a3 = ¥(z;)*/N)

by - ordenada na origem (termo constante do modelo)

by - declive do modelo P01 (traduz a dependéncia do sinal com a concentra-
¢ao)

by - parametro de segunda ordem de PO12 (traduz a dependéncia do sinal com
a concentracio ao quadrado)

b - parAmetros do modelo; j € {0,1,2,...}

e - erro do modelo ou erro do ajuste

f(xi3bj) - funcdo de resposta instrumental

Fr; - factor de resposta do componente i (traduz a sensibilidade relativa do
analito em relacdo ao padrao interno)

Hy - hip6tese nula (assumida por defeito)

H, - hipétese alternativa (vélida quando se rejeita a hipdtese nula, Hp)
M - nimero de réplicas de amostra

N - tamanho da amostra (nimero de pontos da curva de calibracao)

p[Hp] - valor de prova; traduz a probabilidade de aceitagdo da hipétese nula (Hp)
p - nimero de parametros do modelo

Py12 - polinomio de segundo grau ( f(x;;bg,b1,b2) = by + by .x; + bz.xi2 )

P - polinomio de primeiro grau ( f(x;;bo,b1) = bo+ b1.x; )

Psci1.0 - drea do sinal cromatogréafico (pico) referente ao padrdo interno, dcido
undecanoéico (C11:0)



PS,’
RSU
SS

SSt
SSo
SSa
Tr

Trr

TV

Uc

Wi

- area do sinal cromatografico (pico) referente ao componente i
- Incerteza padrao relativa (do Inglés, Relative Standard Uncertanty)

- soma de quadrados (somatério da diferenga quadratica em torno do valor
estimado)

- soma total de quadrados (dispersdo total em torno da média global)
- soma de quadrados interna (estimativa da aleatoriedade interna)

- soma de quadrados devida ao factor em estudo

- tempo de retengdo obtido para o analito

- tempo de retencdo relativo, estimado com base no do padrdo interno
(Trr = Tr/Tr(pr)

- valor de teste calculado (do Inglés, Test Value)

- Incerteza expandida; traduz o intervalo de confianga para a mensuranda
considerando as contribui¢des totais de incertezas

- Incerteza padrio (erro padrdo ou incerteza da estimativa)

- Incerteza padrao combinada; traduz a incerteza resultante de diferentes
contribui¢des

- concentragdo referente ao componente i da msitura (MIX)

Wei1:0 - concentragdo referente ao padrao interno, dcido undecandéico (C11:0)

XA
Xi
Xip

XLQ

Xpr
Yi

yprr

- concentragdo estimada para o analito
- valores experimentais (varidvel independente)
- limite de deteccdo (menor quantidade de analito que pode ser detectada)

- limite de quantificagdo (menor quantidade de analito que pode ser quan-
tificada com rigor analitico)

- concentra¢do do padrdo interno
- valores experimentais obtidos (varidvel dependente)

- valor do sinal instrumental obtido na anélise do padrdo interno (em cro-
matografia corresponde geralmente a drea integrada do sinal cromatogra-
fico)
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ADH - 4cido docohexaendico

AEP - 4cido eicosapentandico

AG - 4cidos gordos

AGE - 4cidos gordos essenciais

AGMI - 4cidos gordos monoinsaturados

AGPI - 4cidos gordos poli-insaturados

AGS - acidos gordos saturados

ALC - 4cido linoleico conjugado

ANOVA - Andlise de Variancia (do Inglés, ANalysis Of VAriance)
AOAC - Association of Official Analytical Chemists

CG - cromatografia gasosa

FID - detector de ionizacdo em chama (do Inglés, Flame Ionization Detector)

GC-FID - cromatografia gasosa com detector de ionizagdo por chama (do Inglés,
Gas Chromatography with Flame Ionization Detector)

ICH - International Conference Harmonization

IEC - International Electrotechnical Commission

IPAC - Instituto Portugués de Acreditagcao

IPQ - Instituto Portugés da Qualidade

ISO - International Organization for Standardization
IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
LD  -limite de detec¢do

LMR - Limite Maximo de Residuo

LQ - limite de quantificacao

MQ-CQA - Mestrado em Quimica, ramo opcional em Contolo Quimico e Ambi-
ente



PI
S/N
SI
TG
USP
USP
VIM
PCR
TG

- Padr@o Interno

- quociente sinal/ruido (do Inglés, signal-to-noise)

- Sistema Internacional de Unidades

- triglicerideos (gorduras compostas por glicerol e trés dcidos gordos)
- United States Pharmacopeia

- instituto de quimica

-Vocabulério Internacional Metrolégico

- Polymerase Chain Reaction

— Triglicerideos
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Capitulo 1

Introducao

Este capitulo inicial contém essencialmente alguma informacg@o sobre a empresa
no qual decorreu o desenvolvimento deste projecto de Mestrado (MQ-CQA) bem
como algumas consideragdes sobre a qualidade nos laboratorios de ensaio referen-
tes a avaliacdo da qualidade alimentar. Serdo ainda focados alguns dos aspectos
mais essenciais relacionados com a norma ISO 17025 [1], relacionada com a acre-
ditacdo laboratorial.

1.1 Motivacao

E de todo o interesse que os laboratérios de controlo da qualidade no ramo ali-
mentar sejam capazes de fornecer andlises correctas aos seus clientes. No nosso
caso em concreto, sobre a percentagem de gordura existente numa amostra ali-
mentar bem como a percentagem de cada um dos seus componentes, dcido gordo
individual, isto porque cada um tem propriedades e caracteristicas diferentes na
influéncia das boas praticas alimentares, e por isso, era de grande interesse que o
laboratdrio fosse capaz de, através de um método fidvel, responder a esta necessi-
dade.

Assim sendo, como tema inicial deste projecto foi proposto o estudo da im-
plementacdo de um método cromatografico no laboratério da ControlVet e sua
validagao.
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1.2 A empresa

Figura 1.1: Logotipo Controlvet-Seguranga alimentar.

A ControlVet é um grupo empresarial de visdo ibérica que desenvolve a sua
actividade na 4rea da Seguranga Alimentar, Ambiente e Biotecnologia. O grupo
iniciou a sua actividade em Marco de 1999, na Zona Industrial de Tondela. Ac-
tualmente é constituido por um conjunto de empresas localizadas em zonas como
Tondela, Aveiro, Coimbra, Beja e Madrid (Espanha); nomeadamente a Control-
Vet Seguranca Alimentar (CSA), ControlVet Consultoria Técnica (CCT), Inogen,
Ecogeo, Control Vet Genetics e Alicontrol, em Espanha (ControlVet — Seguranca
Alimentar, 2009). A Contral Vet presta servicos de assisténcia técnica a producao
primdria, servigos de consultoria e formacao, e € um organismo independente de
controlo (OIC), com reconhecimento do Ministério da Agricultura. A expansao da
Control Vet caracteriza-se pela sua solidez empresarial, pela dedicacdo e empenho
ao Cliente e pela inovacao de processos e servicos, o que tem permitido o cres-
cimento sustentado e a preferéncia de mais de 3.500 clientes. Com base no valor
da marca Control Vet, no Know-how que possui na experiencia acumulada, houve
o crescimento em sistema Franchising através da Control Vet-CT — Consultadoria
Alimentar. E no final do ano 2006, abriram as primeiras unidades franchisadas.
A Control Vet usufrui de uma unidade laboratorial acreditada pelo IPAC — Instituto
Portugués de Acreditacio e equipada com tecnologia avangada que € colocada aos
servigos dos clientes, permitindo uma melhor satisfacdo dos mesmos.

A unidade laboratorial estd constituida por trés sec¢des: Microbiologia, Bio-
logia Molecular e Quimica.

Este laboratério, ao nivel da seguranca alimentar, € um centro tecnolégico de
referéncia, sendo o dnico laboratério privado em Portugal que possui e utiliza
a tecnologia PCR Real time, o que possibilita desenvolver servigos inovadores
que sao usados na pesquisa de patogénicos em microbiologia, detec¢ao de frau-
des, identificagdo de espécies, pesquisa de organismos geneticamente modificados
(OMG’s) e melhoramento animal.

Este laboratério analisa cerca de 100.000 amostras por ano, desde alimenta-
¢do humana e animal, soros, dguas e efluentes, recorrendo a mais de 500 métodos
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implementados, realizados por uma equipa cerca de 25 colaboradores, onde 11 re-
alizam as suas competéncias na area da microbiologia e os restantes na da quimica
[2].

Na figura (1.1) encontra-se uma fotografia exterior do edificio relacionado
com o desenvolvimento de métodos de caracterizagdo fisico-quimica.

Figura 1.2: Perspectiva exterior do edificio do laboratério de andlises Fisico-Quimicas.

1.3 Qualidade em laboratérios

Nos dias de hoje a qualidade estd no topo da exceléncia de todos os produtos e
servicos prestados ao cliente [“costumer”]. Para essa qualidade ser testada e apro-
vada existem laboratdrios analiticos creditados que demonstram periodicamente
o seu desempenho e prestacdo na mais correcta andlise e credibilidade dos re-
sultados apresentados perante uma enorme competitividade com o mercado e a
concorréncia.

O conceito Qualidade encontra-se associado ao sentido de bem-estar, satis-
facdo do cliente, garantia de satisfagcdo e fiabilidade do produto. A evolugdo da
Qualidade ao longo do Século XX € um processo gradual, que pode ser descrita
muito brevemente em quatro etapas distintas: inspec¢do, controlo da qualidade,
garantia da qualidade e gestdao da qualidade total [3].

A etapa da inspec¢do da qualidade surgiu com a Revolucio Industrial, assistindo-
se a massificacdo da producgdo, levando a uma quantidade elevada de produgdo
defeituosa, que era detectada pelos inspectores da qualidade, que se limitavam a
separar os produtos ndo conformes dos produtos conformes. Por volta dos anos
30, surge a etapa do controlo de qualidade, a partir da qual se inicia a aplicacdo
de algumas técnicas estatisticas, bem como a supervisao das técnicas de controlo
de amostragem e as causas que levam a producao de produtos nao conformes. A
etapa da garantia da qualidade surgiu no decurso da década de 60, onde o termo
Garantia da Qualidade funcionava como forma de assegurar a qualidade final do
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produto ou servigo prestado. No final dos anos 80, surgiu a etapa da gestdo da
qualidade total, completamente focado nas pessoas, que visava 0 aumento conti-
nuo da satisfacdo dos clientes, a custos reais e cada vez mais baixos, envolvendo
todas as dreas funcionais da empresa, bem como todos os seus colaboradores, for-
necedores e clientes [4].

Actualmente, grande parte dos laboratorios de ensaio tentam assegurar a capa-
cidade de obter resultados fidedignos que garantam a satisfacdo dos seus clientes,
neste caso relacionada com a real caracterizagdo das suas amostras.

Para conseguir este objectivo devem cumprir com diversos requisitos técnicos,
tais como:

O recurso a métodos validados,

Controlo da qualidade,

Participacdo em programas de ensaios interlaboratoriais e

Acreditacdo segundo os requisitos descritos na norma portuguesa, NP EN
ISO/IEC 17025:2007 [1].

A acreditacdo do laboratério em determinadas competéncias relacionadas com
processos analiticos garante, através de um acompanhamento constante, a com-
peténcia técnica na realizagdo dos ensaios e a respectiva autenticidade desses re-
sultados. Por sua vez, os requisitos normativos ajudam no controlo do rigor na
obtencdo dos resultados de modo que estes sejam veridicos e confidveis, expres-
sos na incerteza da medicao realizada.

1.4 Qualidade alimentar

O termo “qualidade” € definido de acordo com a familia de normas ISO 9000
como a totalidade das caracteristicas relevantes e a capacidade de um produto sa-
tisfazer as suas necessidades [3]. No entanto, o conceito de qualidade alimentar
deve ser considerado como uma base muito mais ampla tendo em conta as dife-
rentes exigéncias do fabricante, o consumidor, a vigilancia e os 6rgaos legislativos
devem ser tomados em consideracao a fim de obter produtos com qualidade sem
deixar de parte questdes como o valor econdmico e ecoldgico relacionadas com a
qualidade dos alimentos.

O consumidor deseja consumir produtos sauddveis, com alto valor nutricional,
tendo em conta macronutrientes como proteinas, carbohidratos, gorduras e fibras,
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bem como nutrientes menores como as vitaminas e outros elementos mais vesti-
giais. Esses produtos devem também ser superiores no paladar, sabor e textura.
Em terceiro lugar, como o comportamento do consumidor em constante mudanga,
assim como a sociedade, as pessoas também tendem a favorecer alimentos pré-
embalados para a preparacdo de alimentos e com datas de validade mais extensas
[5].

A evolucio da Qualidade ao longo do Século XX foi um processo gradual,
que pode ser descrita muito sucintamente em quatro etapas distintas: inspeccao,
controlo da qualidade, garantia da qualidade e gestdo da qualidade total.

A etapa da inspec¢do da qualidade surgiu com a Revolucio Industrial, assistindo-
se a massificacdo da producgdo, levando a uma quantidade elevada de produgdo
defeituosa, que era detectada pelos inspectores da qualidade, que se limitavam a
separar os produtos ndo conformes dos produtos conformes.

Por volta dos anos 30, surge a etapa do controlo de qualidade, a partir da qual
se inicia a aplicacdo de algumas técnicas estatisticas, bem como a supervisao das
técnicas de controlo de amostragem e as causas que levam a produgao de produtos
nao conformes.

A etapa da garantia da qualidade surgiu no decurso da década de 60, onde o
termo “Garantia da Qualidade” funcionava como forma de assegurar a qualidade
final do produto ou servico prestado.

Ja no final dos anos 80, surgiu a etapa da gestdo da qualidade total, com-
pletamente focado nas pessoas, que visava o aumento continuo da satisfacdo dos
clientes, a custos reais e cada vez mais baixos, envolvendo todas as areas funcio-
nais da empresa, bem como todos os seus colaboradores, fornecedores e clientes

[6].

1.5 ISO 17025

A ISO 17025 [1], foi produzida como resultado de ampla experi€ncia na imple-
mentacdo da ISO Guia 25 [7] e da EN 45001:1989 [8], que sdo canceladas e
substituidas, de modo a serem utilizados textos idénticos nos niveis internacio-
nal e regionalmente. Esta Norma estabelece os critérios para aqueles laboratérios
que desejam demonstrar sua competéncia técnica, que possuem um sistema da
qualidade efectivo e que sdo capazes de produzir resultados tecnicamente validos.

A acreditacdo de um laboratério € um processo bastante complexo ja que sdo
varios os requisitos que o mesmo laboratério terd de cumprir para ser acreditado.
Esta acreditacdo € reconhecida e fiscalizada pelo IPQ — organismo nacional de
acreditacdo e pelo IPAC. A interpretacdo desta norma tem de ser bastante clara
para a acreditacao do Laboratério.

A norma ISO 17025 [1] € talvez a mais importantes da série ISO 17000. Esta



CAPITULO 1. INTRODUCAO 6

norma regulamenta os laboratérios no que respeita ao pessoal, acomodac¢do e am-
biente, métodos de teste e métodos de validacao, incerteza na medida, registos,
equipamentos, materiais de referéncia e padrdoes quimicos, amostragem, trata-
mento e preparacdo das amostras e controlo de qualidade. Fornece a orientacao
especifica na certificacdo de laboratérios, testando aptidao dos trabalhadores e dos
laboratérios que se preparam para a acreditacdo, € um documento autoritario em
casos de disputa, cada corpo individual deve adjudica-lo em caso de matérias nao
resolvidas. Este documento é concebido com resultados de testes de qualidade,
ndo é concebido especificamente com matérias de saide e segurancga, as praticas
de laboratério devem estar em conformidade com os regulamentos nacionais de
saude e seguranca, os corpos de acreditacdo apenas certificam os laboratérios que
tenham toda a documentacgao valida [9].

1.5.1 Objectivo e campo de aplicaciao da norma ISO 17025

A presente norma internacional especifica os requisitos gerais de competéncia
para realizar ensaios e/ou calibragdes, incluindo a amostragem. Abrange os en-
saios e as calibracdes realizados segundo métodos normalizados, ndo normaliza-
dos e métodos desenvolvidos pelos préprios laboratérios. E aplicdvel a todos os
laboratdrios, independentemente da actividade, nimero de pessoas. Ndo cum-
prindo uma ou mais actividades abrangidas pela norma, os requisitos da mesma
norma nao se lhes aplicam, mas cumprindo os laboratérios de ensaio e calibra-
¢do os requisitos desta norma, o seu sistema da qualidade cumpre igualmente os
requisitos da norma ISO 9001 quando realizam actividades de concepg¢ao e desen-
volvimento de novos métodos, ou desenvolvimento de programas de ensaio que
combinem métodos normalizados com ndo normalizados e cumpre 0s requisitos
da norma ISO 9002 quando usa métodos normalizados [9].

1.5.1.1 Requisitos

E necessdrio o cumprimento de alguns requisitos na realizacdo das actividades de
ensaio e calibragdo de modo a satisfazer as necessidades do cliente. Isto é con-
seguido através do trabalho de pessoal qualificado para o desempenho de certas
funcdes, bons gestores que assumam a responsabilidade, de modo a obter uma
forte confianga do cliente e também uma boa satisfagao.

O laboratério deve garantir um sistema de qualidade adequado no ambito das
suas actividades, deve assumir um compromisso, ndo s6 quanto as boas praticas
profissionais e a qualidade dos seus ensaios e calibracdes fornecidas aos clientes
como também ao cumprimento da presente norma. Deveré existir um bom sistema
de documentacdo, de modo a ter o seu préoprio controlo, um registo de todas as
suas actividades e se necessario a melhorar algo que desperte o sentido do cliente.
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Existem varios factores que determinam a exactidao e fiabilidade dos ensaios
e/ou calibragdes por um laboratdrio, tais como: factores humanos, métodos de
ensaio e calibracdo e validacdo de métodos, rastreabilidade das medi¢des, amos-
tragem.

A extensdo com que estes factores contribuem para a incerteza total da medi-
¢ao varia consideravelmente consoante os ensaios e as calibragdes. O laboratoério
deve ter em conta estes factores no desenvolvimento de métodos e procedimen-
tos de ensaio e calibragdo, na formagdo e qualificagdo do pessoal e na seleccdo e
calibracdo do equipamento usado [9].

1.5.1.2 Métodos de ensaio, calibracao e validacio de métodos

O laboratério deve utilizar métodos e procedimentos adequados para a realizacao
de todos os ensaios e/ou calibra¢des dentro do seu ambito de actividade.

Estes métodos deverdo dar total satisfagdo ao cliente, respeitando as normas
internacionais. Deve existir um procedimento que faca uma estimativa de incer-
teza da medi¢ao no método.

No que respeita a validagdao de método, deve existir um exame que confirme
que sdo cumpridos os requisitos especificos relativos a uma dada utilizagdo. A
gama e a exactidao dos valores que podem ser obtidos através de métodos valida-
dos (por exemplo, a incerteza dos resultados, o limite de deteccdo, a selectividade
do método, a linearidade, os limites de repetibilidade e/ou reprodutibilidade, a ro-
bustez a influéncias externas, e a sensibilidade cruzada, a interferéncias de matriz
da amostra e objecto de ensaio), tal como foi avaliado para a utilizacdo pretendida,
devem ser relevantes face as necessidades de um cliente.

O papel, as responsabilidades e as exigéncias devem ser documentados, o la-
boratdério mantera um sistema de registo modernizado [1, 10].

Garantia da qualidade dos resultados de ensaio e de calibracao

O laboratério deve ter procedimentos de controlo da qualidade para monitori-
zar a validagdo dos ensaios e/ou calibragdes realizados. Os dados dai resultantes
devem ser registados para que se possam detectar tendéncias e, sempre que prati-
cavel serem aplicadas técnicas estatisticas na andlise dos resultados.

Os resultados devem ser geralmente apresentados num relatério de ensaio ou
certificado de calibracdo e incluir todas as informagdes solicitadas pelo cliente e
necessdrias para a interpretacdo dos resultados do ensaio ou calibragao, bem como
todas as informacdes exigidas pelo método utilizado. Deverao existir relatérios de
ensaio, certificados de calibragdo assim como uma correc¢io actualizada respei-
tando, claro, os requisitos da presente norma.

O nivel do controle de qualidade deve ser suficiente para demonstrar a validade
dos resultados. Existem muitas referéncias cruzadas a presente norma tais como,
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as normas ISO 9001 e ISO 9004 sendo a principal diferenca o facto de a norma
17025 abranger diversos requisitos de competéncia técnica nao abrangidos pelas
normas ISO 9001 e ISO 9002 [3, 9].

1.5.1.3 Vantagens econéomicas da norma ISO 17025

Actualmente, aproxima-mo-nos cada vez mais de uma economia global, dai que
a padronizac¢do se assume cada vez mais como fundamental, na afirmagdo dos la-
boratérios e das empresas, além de viabilizar e incrementar as trocas comerciais
no ambito nacional e internacional. Sendo que as organizagdes que desenvol-
vem as suas actividades operam os seus processos produtivos de acordo com as
normas e processos harmonizados e aceites como padrdes, estardo em condi¢des
mais favordveis de superar possiveis barreiras nio tarifarias e atender a requisi-
tos técnicos especificados. Logo neste contexto, a aplicacdo da ISO 17025 é de
grande relevancia econdmica, pois confere um valor diferenciado aos certificados
de calibracdo e aos relatérios de ensaio emitidos por laboratérios, cuja competén-
cia técnica é reconhecida por um organismo credenciado. Esse reconhecimento
podera se reverter em vantagens econdmicas para os laboratdrios, tais como:

e Diferencial competitivo e factor de divulgacio e marketing;

e Fidelizacdo de clientes e a atrac¢ao de novos clientes;

e Seguranca, confianca e fiabilidade nos resultados;

e Reconhecimento Internacional, cooperagdo entre laboratdrios e outros orga-
nismos, aprovacao de resultados por outros paises [9].



Capitulo 2

Fundamentacao

Neste capitulo vamos sistematizar o resultado da revisao bibliografica relacionada
€ necessaria ao bom entendimento dos assuntos essenciais ao desenvolvimento do
restante trabalho.

2.1 Lipidos

Ao contrario do que por vezes se pensa, os lipidos, mais conhecidos por gorduras,
nao sdo, por si sO, prejudiciais a saide. Bem pelo contrério, sio muito importantes
para a renovacao celular e para a sua integridade, uma vez que sio constituintes
essenciais nas membranas celulares, da producdo e armazenamento de energia, na
sintese hormonal e na proteccao mecanica dos varios 6rgaos.

Os lipidos constituem um grupo heterogéneo e caracterizam-se por possuirem
uma estrutura molecular béasica composta por duas partes - parte polar e parte
apolar. A parte polar' é constituida por um grupo 4cido carboxilico (-COOH)
enquanto que a parte apolar® esta relacionada com a cadeia hidrocarbonada, ver
figura (2.1).

'Designa-se de parte polar porque possui um momento dipolar nio nulo.

ZNeste caso em concreto a cadeia carbonada embora constituida por 4tomos com electronega-
tividades distintas (H e C), devido a sua elevada simetria espacial, os momentos dipolares associa-
dos a cada ligacdo covalente C-H sdo mutuamente cancelados conduzindo a uma resultante global
quase nula.
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Figura 2.1: Esquema geral de um dcido gordo saturado (apenas contendo ligagdes sim-
ples C-C) dando énfase as suas partes apolar (cadeia carbonada assinalada a preto (4tomos
de C) e branco (atémos de H), do lado esquerdo, e a parte polar (grupo -COOH, contendo
2 dtomos de oxigénio, assinalados a vermelho), do lado direito da figura.

Regra geral, os dcidos gordos (AG) presentes nos alimentos possuem uma
cadeia carbonada com pelo menos oito 4tomos.

Na maioria dos casos, o dcido gordo esterifica com um dlcool, geralmente o
glicerol formando-se neste caso um glicerideo, ver figura (2.2).

Figura 2.2: Exemplificac@o da estrutura de ésteres de dcidos gordos: no topo e ao centro
encontra-se uma representacdo estrutural (3D) do glicerol (1,2,3-propanotriol); em baixo,
do lado esquerdo a férmula estrutural de um triglicerideo que se encontra representado do
lado direito da figura, agora segundo uma estrutura de modelo tridimensional.

Existem na natureza ainda alguns casos em que os dcidos organicos se encon-
tram associados a compostos nitrogenados (grupos aminicos) estabelecendo liga-
coes do tipo peptidico (R1-C(=0)-NH-R2) ou a uma amina alcoolica (R1-C(=0O)-ONH-
R2).

Sendo estes compostos resultantes da associagdo de uma parte polar (ex: gli-
cerol) com outras partes anfifilicas?, ainda assim, devido A enorme contribui¢do da

30 termo anfifilico refere-se a presenca de um comportamento fisico-quimico intermédio que
conjuga duas situa¢des extremas, aqui, neste caso, trata-se de um composto que retine na mesma
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componente apolar, caracteristica essencial dos lipidos € a sua infima solubilidade
em agua e a grande solubilidade em solventes organicos, como o éter, a acetona,
o alcool, o sulfureto de carbono e o tetracloreto de carbono.

Embora as gorduras abranjam um grupo heterogéneo de substancias podemos
grosseiramenente, dividi-as em duas classes, as gorduras neutras e as anfipaticas.

As gorduras neutras, que incluem os triglicerideos (TG), colesterol, outros
grupos de esterdides e isopropenos com 0s respectivos ésteres, sao as mais inso-
ldveis no meio aquoso e tendem a encontrar-se associadas formando ambientes
hidrofébicos (ex: reservas de tecido adiposo). A sua principal fun¢do no orga-
nismo Humano estd relacionada com reserva energética [11, 12].

As gorduras anfipaticas sdo aquelas que t€ém uma componente polar razod-
vel que permitem, desde modo, criar interfaces entre 0 meio aquoso e ambientes
hidrofébicos. O melhor exemplo deste tipo de composto sao os fosfolipidos com-
postos por duas cadeias de dcido gordo, um grupo glicerol e um grupo fosfato que
lhe confere maior polaridade e carga negativa, ver figura (2.3).

b CH=N'(CHy);
% (He colina [
5 §
= O=|13_0 fosfato [ @ nitrogénio
3 0 2 b
a ?"H‘?H—Cﬁz glicerol [ ) & ) fésforo
o - g .
= ?zo on A 4 o oxigénio
4 tI:HZ 8. & cabono
o | §Hz GHz
E l @ hidrogénio
2 acidos
E W_ dupla graxos
T CH ligacio
@ GHz
-
3 CH>
Q
| ;e 1 E

Figura 2.3: Exemplifica¢do da estrutura de um fosfolipido (neste caso uma fosfo-colina)
segundo um modelo de representacdo tridimensional: na parte inferior da figura vé-se
duas cadeias hidrocarbonadas correspondentes a dois dcidos gordos esterificados com o
grupo glicerol (no ponto de reunifio) associado ao grupo fosfato e, por sua vez associado
a uma amina (colina).

Devido a esta capacidade extrema de facilmente poderem interagir com o meio
aquoso e com o ambiente hidrofébico, a sua funcao € essencialmente estrutural -

molécula uma parte polar (possui um significativo momento dipolar localizado ndo nulo) e outra
apolar (momento dipolar nulo ou muito préximo de zero).
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estdo maioritariamente associados as biomembranas, permitindo a segmentacao
de espacgos ao nivel celular (membrana celular) e ao nivel intra-celular (organelos
celulares)[11, 12].

Com base nestas caracteristicas, estes compostos sdo classificados em dois
grupos distintos de gorduras no nosso organismo: as gorduras de reserva e as
estruturais.

Como foi visto anteriormente, as gorduras de reserva sao essencialmente tri-
glicerideos (TG), acumulados em depdsitos especificos nos tecidos das plantas e
dos animais. Estas gorduras constituem a maior reserva de energia do organismo,
e nos animais sao também fonte de nutrientes essenciais. A composi¢ao de dcidos
gordos nestes TG estd relacionada com o tipo de alimentagao.

Quantitativamente sdo o segundo constituinte estrutural mais importante dos
tecidos moles do organismo [13].

2.1.1 Funcoes

As gorduras encontram-se presentes em quase todas as células constituintes dos
organismos vivos e representam uma parte importante da sua estrutura, armazena-
mento e funcdes metabdlicas. As suas fungdes mais relevantes estdo relacionadas
com:

e fornecimento de acidos essenciais (AGE);

e reserva de energia em forma de tecido adiposo;

e constituintes principais das membranas celulares (fosfolipidos);

e camada protectora dos 6rgaos;

e fornecimento de energia as células: as gorduras sdo oxidadas para fornece-
rem energia e sdo a forma mais concentrada de energia da alimentacao;

e veiculo de transporte para as vitaminas lipossoliveis e antioxidantes;

e protec¢do contra a perda de calor por meio de reservas de gordura subcuta-
neas;

e suporte estrutural dos tecidos cerebrais;

e substrato para a sintese de hormonas e prostaglandinas.

Na figura (2.4) apresenta-se, sob a forma esquemas representativos, algumas
das estruturas de tipos de gorduras supra citadas.
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Figura 2.4: Breve sistematizagdo de alguns dos lipidos mais comuns evidenciando suas
estruturas moleculares.

2.2 Acidos Gordos

Os AG caracterizam-se por serem compostos por cadeias de dtomos de carbono
(-CH>-) com um grupo metil (-CH3) numa extremidade e na outra extremidade
possuirem um grupo carboxilo (-COOH). Na natureza, as gorduras contem quase
sempre s6 AG com um determinado nimero de carbonos. Nas cadeias de 4tomos
de carbono predominam as liga¢des simples podendo coexistir algumas liga¢des
duplas, o que lhes permite serem agrupados em trés tipos principais: acidos gor-
dos saturados (AGS), 4cidos gordos monoinsaturados (AGMI) e acidos gordos
poli-insaturados (AGPI).

Uma dieta tipica contem uma mistura de ambos os acidos gordos, saturados e
insaturados [13, 14] e podem ser encontrados cerca de vinte e um tipos diferentes
em quantidades significativas, mas os mais prevalentes sdo os dcidos gordos: pal-
mitico, estedrico, oleico, linoleico e araquidénico.

Além de serem conhecidos por esses nomes comuns, os dcidos gordos tam-
bém tém um nome sistemdtico baseado na sua estrutura. Por exemplo o acido
eicosapentandico (AEP), um AGPI encontrado nos 6leos de peixes, reflete o facto
de este acido gordo conter 20 dtomos de carbono (eicosa) e cinco (penta) duplas
ligacoes [14].



CAPITULO 2. FUNDAMENTACAO 14

Devido a estas diferentes formas de eles se apresentarem, é consensual o re-
curso a trés formas de denominagdo:

1. através do nome comum ou trivial, que tem sido usada ao longo de muitos
anos;

2. pelo seu nome sistematico, que € o mais recente e tem a vantagem de des-
crever a estrutura do AG a que pertence;

3. ou com recurso ao sistema de émega, que classifica os AG de acordo com
a posi¢do da primeira ligacdo dupla, contando a partir da extremidade metil
da molécula. Este sistema foi desenvolvido para classificar as familias de
acidos gordos que podem ser sintetizados a partir de outro.

Exemplos de todos os trés nomes de alguns dos dcidos gordos mais comuns sao
dadas na tabela (2.1). Os acidos gordos também podem ser indicadas por dois nu-
meros: o primeiro nimero significa o de &tomos de carbono na cadeia e o segundo
indica o nimero da dupla ligacdo. Por exemplo, o 4cido oleico, que contém 18
atomos de carbono e 1 ligacdo dupla, pode ser escrito como 18:1 [14].
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Tabela 2.1: Identificagdo de dcidos gordos mais relevantes, sua codificagio quimica e algumas

das suas proveniéncias mais relevantes.

’ ID# ‘ Nome comum Nome sistematico Abreviatura Fonte
1 Butirico Butandico C4:0 Gordura lactea
2 Caprdico Hexandico C6:0 Gordura lactea
3 Caprilico Octandico C8:0 Oleo de coco
4 Céprico Decanéico C10:0 Oleo de palma
5 Undecandico Undecandico CI11:0
6 Ldurico Dodecanéico C12:0 Oleo de coco
7 Tridecandico Tridecandico C13:0 Oleo de palma e manteiga
8 Miristico Tetradecandico Cl14:0 Oleo de coco, de palma, gorduras animais e vegetais
9 Miristoleico 9-Tetradecendico Cl4:1 Oleo de coco, de palma, gorduras animais e vegetais
10 Pentadecandico Pentadecandico Cl15:0 gordura animal e vegetal
11 cis-10- Pentadecendico cis-10- Pentadecendico C15:1 gordura animal e vegetal
12 Palmitico Hexadecandico Cl6:1 gordura animal e vegetal
13 Palmitoleico 9-Hexadecendico Cl6:1 gordura animal e vegetal
14 Margdrico Heptadecandico C17:0 gordura animal e vegetal
15 Margaroleico cis-10-Heptadecendico C17:1 gordura animal e vegetal
16 Estedrico Octadecandico C18:0 gordura animal e manteiga de cacau
17 Oleico cis-9-Octadecendico C18:1n9¢ Azeite
18 Elaidico trans-9-Octadecendico C18:1n9t Gordura l4ctea
19 Linoleico cis-9,12-Octadecadiendico C18:2n6¢ Oleo de amendoim, soja e milho
20 Linolelaidico trans-9,12- Octadecadiendico C18:2n6t Oleo de soja
21 Gama-Linolénico 6,9,12-Octadecatriendico C18:3n6 Borragem
22 Linolénico 9,12,15-Octadecatriendico C18:3n3 Borragem
23 Araquidico Eicosandico C20:0 Oleo de amendoim
24 Gadoleico cis-11-Eicosenoico C20:1 Oleo de amendoim
25 Heneicosanoico Heneicosanoico C21:0 Gordura animal (banha)
26 cis-11,14-Eicosadiendico cis-11,14-Eicosadiendico C20:2 Gordura animal (banha)
27 cis-8,11,14-Eicosatriendico cis-8,11,14-Eicosatriendico C20:3n3 Gordura animal (banha)
28 cis-11,14,17-Eicosatriendico cis-11,14,17-Eicosatriendico C20:3n3 Gordura animal (banha)
29 Araquiddnico 5,8,11,14-Eicosatetraendico C20:4n6 Gordura animal (banha)
30 EPA cis-5,8,11,14,17-Eicosapentendico C20:5n3 Alguns 6leos de peixe
31 Beénico Docosanéico C22:0 Oleo amendoim, 6leo de colza
32 Tricosanoico Tricosanoico C23:0 Oleo amendoim, girassol
33 Erticico 13-Docosendico C22:1n9 Couve de Bruxelas, brécolos e mostarda
34 cis-13-16-Docosadiendico cis-13-16-Docosadiendico C22:2 Oleo de girassol, de milho, linhaga, carne animal
35 Linhocérico Tetracosandico C24:0 Oleo amendoim, 6leo de colza
36 DHA cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexendico C22:6n3 Alguns 6leos de peixe
37 Nervénico 12-Tetracosendico C24:1 produtos ricos em émega 9
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2.2.1 Saturados

Todos os 6leos e gorduras naturais cont€ém misturas complexas de todos os trés
tipos de dcidos gordos: os saturado, os mono-insaturados e os poli-insaturados
[15].

Os AGS sao aqueles que ndao possuem dupla ligacdo entre os seus dtomos de
carbono ou outro grupo funcional ao longo da cadeia carbonada. Geralmente pos-
suem uma forma linear, o que permite que o seu armazenamento seja de forma
muito eficiente. O termo "saturado" refere-se ao hidrogénio, ou seja, um AGS é
aquele no qual todos os carbonos (da cadeia de hidrocarbonetos) estdo ligados a
dois hidrogénios, excepto ao ultimo carbono que deve estar ligado a trés hidrogé-
nios.

Apresentam uma elevada temperatura de fusdao e geralmente sao sélidos a
temperatura ambiente, sdo quimicamente estdveis, tanto no corpo humano, como
quando estdo presentes nos alimentos. Obtém-se do armazenamento de gordu-
ras nos animais e produtos derivados destes, como por exemplo: leite, manteiga,
queijo, natas e gordura de carne.

Os alimentos de origem vegetal também apresentam este tipo de AG mas em
menor quantidade, mas existem algumas excepcdes como o 6leo de coco e o dleo
da palma. As margarinas e os derivados de manteigas, produzidos com 6leos
vegetais, também contem quantidades significativas de AGS.

2.2.2 Insaturados

Os 4cidos gordos insaturados seguem o mesmo padrao dos dcidos gordos satura-
dos, excepto pela existéncia de uma ou mais duplas ligacdes ao longo da cadeia
carbonada. A dupla ligacdo ocorre entre carbonos (-CH=CH-) e de forma alter-
nada, isto €, um dnico dtomo de carbono s6 forma uma dupla ligacdo (do tipo
-CH=CH-CH=CH- e nunca -CH=C=CH).

A dupla ligagao pode ter duas configuragdes: se o AG adquirir uma forma
"linear", apresenta uma configuracdo frans, mas se o AG forma uma "quina" a
ligacdo possui configuracdo cis, ver esquema da figura (2.5).
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R1 Rz H Rz
/ \ /
C=C C=C
/
H H R1 H

Figura 2.5: Esquema exemplificativo da diferenga entre uma configuragio cis e trans devida
a presenca de uma ligacdo dupla: a esquerda os grupos substituintes (R1 e R2) apresentam-se
do mesmo lado da ligacdo dupla designando-se de isémero cis enquanto que a direita estes se

encontram em posi¢des diametralmente opostas formando o isémero trans.

Quando se fala em configuracao “cis” pretende-se explicitar que os dtomos de
carbonos adjacentes estao do mesmo lado da dupla ligagdo. Devido a rigidez da
dupla ligacdo, a sua presenca na cadeia carbonada do AG torna-o menos flexivel.

Ja uma configuracao do tipo “frans” significa que os dois atomos de carbonos
em ambas as extremidades da dupla ligacdo estdo do lado oposto, relativamente ao
posicionamento da ligag@o insaturada. Como consequéncia, ndo ha dobramento
de cadeia, e a sua conformacao € muito semelhante a de um AGS.

Os AGI de ocorréncia natural, normalmente possuem configuracao cis. A
maioria dos AG de configuragao trans nao € encontrada na natureza e sim em gor-
duras que foram submetidas a processos artificiais, especialmente como produto
minoritdrio da hidrogenacdo de gorduras insaturadas (que consiste em reduzir as
ligacdes duplas de 4cidos cis a ligagdes simples).

Alimentos que contém AGI podem sofrer, por exposi¢do prolongada ao ar,
oxidacdo nas ligacdes duplas, resultando na quebra da cadeia de carbonos na zona
dessa ligacao e consequente formacao de aldeidos de cadeia curta, de sabor e odor
desagradével (o ranco).

Tanto a cadeia de dcidos saturados, quanto a cadeia de acidos insaturados sdo
importantes para manterem a membrana em equilibrio e assim desenvolverem as
suas funcoes.

O 4cido linoleico conjugado (ALC) é um derivado isomérico do grupo do
acido linoleico (C18:2), com ligagdes duplas conjugadas, a maioriacom 9 e 11 ou
10 e 12 4dtomos de carbono, com todas as ligacdes cis e trans possiveis, cf. figura
(2.6).
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frans (8]

Figura 2.6: Representacio estrutural dos isémeros do 4cido linoleico; em A uma estrutura do

tipo trans enquanto que em B se indica a estrutura tipica do isémero cis.

Este dcido gordo apresenta-se maioritariamente na gordura do leite. O seu
isémero predominante € o cis-9,trans-11 ALC. Também se encontra presente em
Oleos vegetais e Oleos parcialmente hidrogenados embora em menores quantida-
des.

2.2.3 Monoinsaturados

Os AGMI apresentam apenas uma liga¢do dupla na sua molécula. Sdo gorduras
estaveis que podem ser submetidas a altas temperaturas e também protegem os
AGPI da sua oxidacao.

O 4cido oleico (18:1c9) € o 4dcido gordo monoinsaturado mais abundante na
Natureza, representando cerca de 40% das gorduras alimentares, sendo acom-
panhado nas gorduras vegetais e sobretudo nas gorduras de animais marinhos.
Sendo o seu homdlogo, do 4cido palmitico, o d4cido palmitoleico, com 16 dtomos
de carbono.

O consumo elevado de 4cido oleico diminui o nivel do colesterol comparati-
vamente com dietas contendo baixo teor de dcido oleico.

2.2.4 Poli-insaturados

Os AGPI, por sua vez apresentam mais que uma ligacdo dupla na sua estrutura,
sendo o ndmero destas ligagdes muito varidvel (2,3,4,5 ou superior), e a forma cis
a mais predominante.

Os é4cidos gordos essenciais sdo acidos gordos poli-insaturados que ndo po-
dem ser sintetizados pelo organismo humano: os 4cidos linoleico, a-linolénico
e araquidonico. O &cido linoleico tem importantes fungdes, fundamentalmente
na sintese de prostaglandinas. Este 4cido abunda em 6leos de sementes (milho,
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girassol e soja) e noutros alimentos vegetais . O dcido a-linolénico é muito im-
portante para a formacdo de estruturas celulares do sistema nervoso, podendo (a
partir dele) sintetizar-se dcidos gordos n-3, fundamentais para o organismo, pela
sua acgdo protectora cardiovascular, e que também abundam nos peixes gordos
[16].

42% . w6
61% I:l o

|:| Monoinsaturados

. Saturados

Oleo de peixe

Canola

*ﬁiE

Canhamo

Girassol

Milho RLES

1% 1%

Azeitona [Lid ;

Soja [REA 24%

Ricino 18%

Algodao 21% 54%

Gordura de porco 1% 47%

H

Palma 51% 10 39%

%

Gordura de vaca 52% .;"‘ 1% 4%

Figura 2.7: Percentagem total de lipidos em alguns dos alimentos mais comuns.

2.2.5 Poli-insaturados w3 e w6

A maior parte da gordura poli-insaturada apresenta-se na forma de acidos gor-
dos poli-insaturados dmega 3, principalmente acido linoleico derivado de 6leos
vegetais.

Existem alguns derivados importantes destes dcidos gordos (conhecidos por
6mega 6) como o 4cido Y-linoleico (C20:4 w6) e o dcido araquidénico (C20:4
wo6). Estes 4cidos gordos estdo presentes na alimentacdo apesar de em baixas
quantidades, e sdo maioritariamente sintetizados a partir do AL.

O 4cido gordo a-linoleico, 4cido gordo polinsaturado 6mega-3, e seus deriva-
dos principais de cadeia longa, AEP e dcido docohexaendico (ADH) representam
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uma pequena por¢ao dos AGPI da alimentagdo, mas apresentam efeitos fisiol6gi-
cos importantes [14, 16].

2.3 Métodos analiticos

Existem na literatura muitos métodos para a extragdo de matéria gordos em ali-
mentos, dependendo da matriz que se quer analisar. Na determinacao de AG em
alimentos, a cromatografia gasosa (CG), a cromatografia em camada fina impreg-
nada com nitrato de prata e espectrofotometria de infravermelho sdo as técnicas
mais utilizadas [17].

A andlise por cromatografia gasosa utiliza colunas capilares com fase estacio-
naria de elevada polaridade, que possibilitam a separagdo de isémeros cis e trans.

A CG tem sido o método de eleicdo para a analise de AG em alimentacdo
humana. Este tipo de andlise instrumental continua a fazer parte das técnicas tra-
dicionais mais utilizadas, mas representa agora novos desafios face ds altera¢des
legais e normativas relacionadas com a evolug¢do dos conhecimentos ao nivel do
impacto da alimentag¢do na satide Humana, estendendo-se a evolu¢ao da industria
alimentar.

De acordo com um estudo recente, foi detectada uma modificacdo da com-
posicdo de AG nos alimentos tem vindo a ser observada ao longo dos tempos,
pela alteracdo que a industria tem introduzido e que oferece boas possibilidades
de produzir alimentos mais equilibrados.

2.3.1 Cromatografia

A cromatografia tem vindo a ocupar ao longo dos ultimos anos um lugar de des-
taque entre os métodos analiticos de destaque, devido a sua facilidade em separar,
identificar e quantificar uma grande variedade de espécies quimicas em misturas
complexas. A cromatografia pode ser utilizada separadamente ou em conjunto
com outras técnicas complementares, sendo o método mais poderoso e de aplica-
cdo generalizada.

O termo cromatografia € dificil de ser definido rigorosamente porque o nome
tem sido aplicado a diversos sistemas e técnicas. Todos esses métodos contudo,
apresentam em comum o uso de uma fase estaciondria e uma fase mével. Os com-
ponentes de uma mistura sdo transportados através da fase estaciondria pelo fluxo
da fase modvel e as separacOes ocorrem com base nas diferengas de velocidade de
migracdo entre os componentes da fase movel [18].
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2.3.1.1 Cromatografia gasosa

A CG foi o método de eleic@o para andlise de AG, por mais de meio século. Tem
sido uma técnica analitica de referencia desde que se comecaram a dar os primei-
ros passos na aplicag@o desta técnica para a determinac¢do da composicdo em AG
em sementes de plantas, biossintese e metabolismo humano [19]. A anélise por
CG continua a fazer parte das técnicas tradicionais mais utilizadas, mas apresenta
agora novos desafios face as novas mudancas. Desde que sdo conhecidos os efei-
tos na saide, mesmo quando se ingerem pequenas quantidades de AG, os seus
efeitos ndo podem ser esquecidos e deve ser dada a importancia devida ao estudo
das suas necessidades e dos seus efeitos.

Na CG, os componentes de uma amostra vaporizada sdo separados em con-
sequéncia da sua particdo entre uma fase mével gasosa e uma fase estaciondria
liquida ou sélida contida dentro da coluna. Ao realizar-se uma separacao por CG,
a amostra é vaporizada e injectada na cabec¢a da coluna cromatografica.

A eluigdo € feita por um fluxo de fase mével gasosa inerte. Em contraste, em
muitos outros tipos de cromatografia, a fase mével ndo interage com as moléculas
do analito; a sua dnica funcdo € transportar o analito através da coluna [18].

Existem dois tipos de cromatografia gasosa: a cromatografia gas liquido e a
cromatografia gas s6lido, sendo a GC a cromatografia gis liquido. A cromatgrafia
gas-liquido € baseada na parti¢do do analito entre a fase mdvel gasosa e uma fase
liquida imobilizadana superficie de um material sélido inerte de recheio ou nas
paredes de um tubo capilar [18].

Um equipamento de CG € essencialmente constituido por: um sistema de gas
de arraste, o sistema de injec¢@o da amostra e pelo detector. Os componentes basi-
cos de um equipamento que permite a realiza¢do da analise por CG, sao mostrados
na figura (2.8).

Gas de arraste

| |

Amostra |:D> Injector —: :': | :lli[ﬁ]\—' Detector |:> Sistema de dados

Figura 2.8: Diagrama funcional de um equipamento para cromatografia gasosa evidenciando os
seus componentes principais sob a forma de diagrama em blocos.

Em CG, a fase mével € um gds (ou mistura gasosa). Os gases de “arraste”
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mais utilizados sdo o hélio, o azoto, e o hidrogénio. A escolha da mistura gasosa
para a fase mével mais adequada implica que esta seja quimicamente inerte e a sua
escolha depende da disponibilidade, pureza, consumo e tipo de detector utilizado.

Injector

As amostras a resolver por CG podem ser gasosas, liquidas ou sélidas, sendo o
método de injeccao diferente para cada caso. O método mais comum de injec¢ao
envolve o uso de micro-seringas, injectando a amostra através de um orificio de
borracha ou silicone localizado no topo da coluna. A temperatura do injector deve
ser suficiente para que a amostra liquida vaporize rapidamente sem decomposi¢ao
ou fraccionamento. Sendo normalmente mantida cerca de 50 °C acima do ponto
de ebuli¢do dos componentes da amostra [20].

Coluna

A separagdo dos componentes da amostra € feita na coluna. Em cromatografia
gasosa, as colunas podem dividir-se em, colunas capilares e empacotadas. Estas
variam em comprimento de 2 a 50 metros, sendo construidas por aco inoxidavel,
vidro, silica fundida ou teflon. As colunas capilares sdo mais eficientes que as
empacotadas, obtendo-se melhores separagcdes a baixa temperatura e a intervalos
de tempo menores. A temperatura da coluna € uma varidvel importante que deve
ser controlada. A temperatura 6ptima da coluna depende do ponto de ebuli¢dao da
amostra e do grau de separacdo que se deseja. De grosso modo, uma temperatura
igual ou ligeiramente acima do ponto de ebulicdo duma amostra, resulta um tempo
de eluicdo de 10 a 30 minutos.

Quando se pretende separar amostras com volatilidades diferentes, é necessa-
rio criar uma rampa de temperatura. Porque os componentes com um ponto de
ebuli¢do baixo sdo eluidos rapidamente, enquanto as espécies menos volateis le-
vam mais tempo a eluir [18].

Detector
A func¢do do detector, situado a saida da coluna, € registar e medir pequenas
quantidades dos componentes da mistura separados na coluna e levados pelo fluxo
do gds de arraste. A resposta do detector a cada componente € registada na forma
de um cromatograma (abundancia relativa vs. Tempo). Os dados sdo depois pro-
cessados com recurso a ferramentas informaéticas especificas para o efeito.
A escolha do detector depende de varios factores, nomeadamente: sensibili-
dade adequada; boa estabilidade e reprodutibilidade; resposta linear para os anali-
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tos, que permita utilizar varias ordens de grandeza; intervalo de temperaturas, que
abranja desde a temperatura ambiente até, pelo menos, 400 °C; similaridade na
resposta para todos os analitos ou uma resposta alternativa previsivel e selectiva
para uma ou mais classes desses analitos; e por fim nao destruir a amostra [21].

O detector de ionizagdo em chama € o mais aplicado em GC. O efluente da
coluna € dirigido para uma pequena chama de ar/hidrogénio. A maioria dos com-
postos organicos produz ides e eletrdes quando pirolizados & temperatura de uma
chama ar/hidrogénio. A detecc@o envolve o registo da corrente produzida pela
coleta desses portadores de carga. Poucas centenas de volts sdao aplicadas entre a
ponta do queimador e um eléctrodo, localizado acima da chama, serve para coletar
os 10es e eletrdes. A corrente resultante € medida com um picoamperimetro.

O detector de ioniza¢do em chama exibe alta sensibilidade, larga faixa linear
de resposta e baixo ruido. Geralmente € robusta e facil de usar. Uma desvantagem
do detector € destruir a amostra durante a etapa de combustao [18].

Figura 2.9: Esquema detalhado de um detector de ionizagdo em chama num equipamento CG
evidenciando a entrada do gds no detector (A), a entrada de H' gerado (B), ligacdo a terra (C),
entrada de ar (D), a fonte de igni¢do da chama (E), isoladores (F), saida do sinal (corrente eléctrica)
para o amplificador (G) e colector de ides (-200V, H).
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2.4 Tratamento de resultados

De seguida vamos resumir algumas questdes fundamentais referentes a calibra-
¢do, quantificagdo e restante tratamento de resultados e suporte estatistico para a
tomada de decisdo.

2.4.1 Testes estatisticos

Toda a andlise estatistica de resultados parte de um certo conjunto de pressupostos
essenciais que condicionam drasticamente os resultados e convém por isso enun-
ciar: a) auséncia de erro sistemadtico, b) erro aleatério com distribui¢do normal e
¢) erro nao correlacionado.

2.4.1.1 Nivel de confianca e nivel de significancia

Ainda que a estimativa central esteja correcta®, devido 2 componente aleatéria
intrinsecamente envolvida na quantificagdo, ha sempre uma certa margem de pos-
sibilidade de se cometer um erro de juizo na avaliagcdo estatistica de hipdteses ja
que trata-se de um evento binomial onde existe uma hipétese inicial (Hp) e uma
hipdtese alternativa (H;) que lhe é complementar,

plHol+p[H] =1 (2.1)

Dado que a hipétese nula (Hy) € concebida no sentido da igualdade, esta serda
aceite por defeito, se ndo for demonstrada a sua falsidade. Assim sendo, trés
situagdes distintas podem ocorrer no que diz respeito a decisdo estatistica sobre a
validade das hip6teses em estudo, ver tabela 2.2.

Tabela 2.2: Teste estatistico de hipéteses: tipos de erros que podem ocorrer na tomada de

decisdo. :
decisdo tr:):rarﬂl(cllzde HO=V (H1 =F) HO=F (H1=V)
aceitar HO vV d-a G(:erlrc(;iil(;ﬁt(i)p;)bgsi(\g;
et | B TST 0p

Desta tabela conclui-se que existem duas situacdes correctas e duas andmalas.
Nas situagdes correctas a decisdo tomada estd em conformidade com a reali-
dade enquanto que nas situacdes de erro a decisdo tomada € antagdnica.

4Estimativa concordante com o valor correcto.
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Assim, os erros estatisticos cometidos podem ser de dois tipos:

a) erro por excesso - refere-se a uma falsa rejei¢do (rejeicao abusiva da hi-
potese quando esta deveria ter sido aceite). Este erro chama-se de erro do tipo
I (o) - a hipétese nula estava correcta e foi abusivamente rejeitada por ter sido
considerada falsa;

b) erro por defeito - refere-se a uma falsa aceitacdo (aceitacdo abusiva da
hipétese que estava incorrecta). Este erro designa-se por erro do tipo II (B) - a
hipdtese nula estava errada e foi abusivamente aceite como verdadeira.

Por uma questdo de seguranca estatistica, é preferivel cometer um erro por
rejeicdo abusiva (erro do tipo I) do que um erro devido a uma aceitacao abusiva
(erro do tipo II).

A probabilidade mdxima com que se pretende proceder a rejei¢ao abusiva (erro
do tipo I) é designada de nivel de significancia do teste e € designada de « (geral-
mente indicado em termos percentuais por 1000¢%). A probabilidade de aceitacao
da hipétese correcta designa-se de nivel de confianca e corresponde a probabili-
dade de (1 — &) (expressa em termos percentuais por 100(1 — o) %).

Chama-se de valor de prova a probabilidade de aceitacdo da hipétese nula,

p[Ho).

Na formulacdo de hipéteses estatisticas, a hipdtese nula (inicial, HO) vai no
sentido de ndo haver diferenca significativa: no sentido de pertencer ao grosso
da distribuicdo também designado de (1 — «); a hipétese alternativa (H1) visa
essencialmente a diferenca significativa (): o complemento da hipétese nula.

2.4.1.2 Procedimento

Os testes estatisticos servem para, com critérios estatisticos, auxiliar a tomar de-
cisdes na interpretacao dos resultados. Os testes estatisticos devem ser efectuados
com base numa certa sequéncia légica de procedimento.

Formulac¢io do problema Em primeiro lugar deve-se efectuar uma anélise do
evento por forma a racionalizar a questao e poder testar. Procura-se deste modo
traduzir a questdo experimental para a logica estatistica: o que € que se pretende
provar?

Escolha do teste Com base no que se pretende verificar, o teste € escolhido
atendendo a distribui¢do estatistica que melhor se adequa a este tipo de teste.
As distribuicdes estatisticas mais comuns para efectuar testes estatisticos sao a
normal, z-student, F'-Fisher e qui-quadrado.
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Estabelecimento do nivel de significancia Antes de mais, previamente te que
ser estabelecido o nivel de significancia com que se pretende tirar conclusdes -
prever qual o erro maximo admissivel para se tirar conclusdes erradas por rejei¢ao
abusiva (o).

Regra geral o nivel de significincia refere-se a @ = 0.05 podendo também ser
baixado para o = 0.01 para serem tiradas conclusdes mais definitivas, como no
caso de testes que impliquem decisdes criticas, tais como escolher o melhor mo-
delo de calibragdo ou retirar pontos da curva de calibracdo, o nivel de significancia
de referéncia € o valor o = 0.01.

Hipoéteses de trabalho As hipéteses colocadas devem ser antagénicas e disjun-
tas (ndo sobreponiveis) por forma a abranger o universo do evento.

A hipétese nula (Hp) deve ser formulada no sentido de ndo haver diferenca
(estd tudo correcto); a hipdtese alternativa (H1) incide sobre a diferenca significa-
tiva (procura demonstrar a nao conformidade) e € estabelecida de forma a abranger
o universo complementar da hipétese nula.

Simetria do teste Um vez que a hipdtese nula vai sempre no sentido da igual-
dade, a simetria do teste a efectuar depende da hipdtese alternativa formulada. Se
0 que se pretende € um teste de desigualdade (H; : x; > x;) apenas se estd inte-
ressado em comparar a sobreposi¢ao unilateral de caudas (valores extremos) das
duas distribui¢des o que corresponde a um teste unilateral. Se o que se pretende é
um teste de igualdade (Hy : x1 >~ x7), estd-se interessado em comparar a sobrepo-
sicdo central do corpo das distribui¢des (valores interiores, intervalo de confianca)
o que ird corresponder a um teste bilateral (as dreas de rejei¢ao situam-se nas duas
zonas extremas a distribuicao).

Calculo do teste O valor experimental da fungao discriminante, 7V (parametro
estatistico) € calculado com base na expressdo da distribuicdo estatistica subja-
cente. Em geral os testes estatisticos baseiam-se nas distribui¢des ¢-student, F' de
Fisher e x2.

Comparacio com valores criticos Os valores criticos estdo tabelados de acordo
com o nivel de significancia e com o numero de graus de liberdade. Estes valores
permitem definir as regides de aceitacio e de rejei¢ao das hipdteses formuladas.

Sempre que possivel deve-se estimar o respectivo valor de prova, p[Hp|, no
sentido de confirmar a conclusdo anteriormente assumida.

Conclusao No caso do valor experimental exceder os limites tabelados (entrar
na regido de rejei¢do) diz-se que ao nivel de confianga 100(1 — o) % ha diferenca
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significativa e a hipdtese inicial deve ser rejeitada em detrimento da hipétese al-
ternativa (complementar); caso contrario, ndo hd evidéncia estatistica significativa
para rejeitar a hipétese nula.

As normas ISO referentes a qualidade recomendam testes de significancia aos
niveis de 5% (o = 0.05, probabilidade de efectuar 1 insucesso em cada 20 deci-
soes) e 1% (o = 0.01, probabilidade de taxa de insucesso de 1/100).

Assim, trés situacdes podem ser obtidas,

TV < Xo.05(v) —> HOaceite
XO.OS(V) <TV <Xjo1 v) =— HO0dubia (2.2)
TV > Xo.01(v) =—> Hlaceite

2.4.1.3 Testes baseados nas distribuicoes estatisticas

As distribuicdes estatisticas (¢-student, F e xz) estao muito relacionadas com o
teste de hipdteses ja que estas, devido a serem bem caracterizadas, podem ser
utilizadas como termo de comparagao em diversas situacdes reais, providenciando
os valores criticos necessarios.

> Distribuicao 7-student Quando estd em causa a comparagao de estimativas de
posicdo, assumindo que se trata de distribui¢des normais e independentes, calcula-
se o valor teste

TV =

.)_C_
£ < Ta(n—1) (2.3)

X
e compara-se este resultado com o valor critico da distribui¢io ¢-student ao nivel
de confianga de 100.(1 — a)%. Se a hipétese nula assumir a igualdade de valores
a hipdtese alternativa assume a desigualdade,

Hy:x=u Hy:x=u
— (2.4)
Hy:x#u Hi:x<uvx>u

e consequentemente o valor critico refere-se a distribuicdo cumulativa bilateral
(hipétese centrada assumindo eventual diferenca nos extremos). Caso se procure
demonstrar que o valor estimado € superior ao valor correcto, a hipdtese nula
assume a situag¢do da igualdade (valor inferior ou igual a) enquanto que a hipétese
alternativa da conta desta diferenca,

HO:x<u p[Hol ~ (1 —a)
(2.5)
Hl:x>p plH] ~ (@)
Os valores criticos correspondem a distribuicdo cumulativa unilateral (hipétese
marginal).
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> Distribuicao F de Fisher Quando estd em causa a comparacdo de variancias
de distribuicdes normais aleatdrias e independentes, calcula-se o valor teste

TV = L (2.6)

que, no caso de distribui¢cdes normais e independentes, deve seguir uma distribui-
¢do de Fisher. Como hipéteses assume-se como hipétese inicial (Hp) que ndo ha
diferenca significativa entre as variancias (diferenca puramente aleatdria),

HO: 07 =03 HO: o7 =03
<= (2.7)
Hl: o} # o3 Hl: o} <o3Vo}>o;

o que corresponde a efectuar um teste bilateral para o quociente das variancias. A
hipétese nula (Hp) assume que ndo ha diferenca significativa entre variancias e a
hipdtese alternativa (Hy) assume que se houver diferenca significativa, a variancia
do numerador excede a do denominador.

O teste F também pode ser efectuado de forma diferencial, também conhe-
cido como teste de Mandel. Este processo consiste em comparar a alteracdao da
variabilidade (Ac? = ASS /AV), o aumento da variabilidade resultante de uma di-
minui¢do do ndmero de graus de liberdade, (v; — v;) > 0) com uma estimativa
puramente aleatéria da dispersao (Gﬁe = 622)

Ac?  ASS/Av (Vi x0*—Vvyx02)/(vi—V
TV = (; — é _(ixoj 2><22)/(1 2) 2.8)
Ope Ope )

Como hipéteses considera-se Hy: 0s objectos/parametros removidos ndo afectam
significativamente a varidncia da populacio® caso contrdrio H;: estes afectam
significativamente a variabilidade final®.

> Distribuicdo qui-quadrado Neste caso o valor teste a calcular pode assu-
mir uma das trés expressoes seguintes, que estdo relacionados com a distribuicao

3Se se tratar de objectos, estes pertencem 2 distribuicio (ndo sdo outliers), se se tratar de paré-
metros do modelo, estes sdo supérfluos (ndo melhoram significativamente a qualidade do ajuste).

®No caso de objectos, estes podem ser outliers um vez que a sua remogdo diminui drastica-
mente a variabilidade final; no caso de pardmetros, estes sdo considerados importantes dado que
melhoram significativamente a qualidade do ajuste.
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qui-quadrado e que facultam diferentes tipos de abordagens,

( 2
YNz =YV (%) <+ normalidade (qualidade do ajuste)

2
TV = % <> intervalos de confianca (variancia) (2.9)

ZN (0B +» comparacao directa (frequéncias)
L i E parag q

sendo a primeira op¢do utilizada na avaliacdo da normalidade das distribui¢des.

2.4.1.4 Outros testes

Ha diversos testes que ndo se baseiam nas distribui¢des estatisticas anteriores mas
nem por isso deixam de ser relevantes para a avaliagdo estatistica e tomada de
decisdo ao nivel do controlo da qualidade.

> Teste de Grubbs Dado que as estimativas paramétricas sdo sensiveis a valores
“contaminados”, estes valores “outliers" produzem em geral erros de estimativa
quer na posicdo (enviesamento) quer na dispersdo (inflaccdo da imprecisio) afec-
tando deste modo tanto a exactiddo como a dispersao.

O teste de Grubbs[22, 23] € recomendado pela IUPAC, ISO 17025 e ASTM
E-178. Um determinado valor pode ser considerado discrepante se a sua distancia
a estimativa central exceder um valor multiplo do desvio padrdo global. Como Hy
assume-se que o valor em causa (x7) nao difere significativamente da estimativa
central. O valor a calcular €,

_ max|x;—X| |[x9—X|

G =

(2.10)

Sx Sx
em que X € a média e s, o desvio padrao dos N valores experimentais (incluindo o
valor em causa, x9).
Este valor s6 € excluido se exceder o valor critico tabelado referente a 95% de
confiancga e para n valores experimentais, tabela A.1.

> Teste de simetria e curtose Uma vez que a estatistica paramétrica convenci-
onal estd baseada na presun¢ao de que os valores aproximam-se de uma distribui-
¢do normal, € de todo conveniente avaliar esta hipdtese ja que pode comprometer
a representatividade da estimativa em termos de posicdo do valor central (mais
provavel) bem como do respectivo intervalo de valores (assimetria da distribui-

¢ao).
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O perfil da distribui¢cdao normal é testado calculando o valor

TvVise) = <a?j3))2+ (6?24))2 10

onde a3 e a4 representam as estimativas de simetria e de curtose da distribuicdo e

0% (a3) ~ (Ni<]1\]>(_]v23r3) (2.12)
2(ay) = 4N(N —3) x 62(a3) 2.13)

(N+1)(N+5)

representam as respectivas variancias.
A amostra em causa terd um perfil normal se o valor obtido (7V(SC)) ndo
exceder o valor critico previsto pela distribuicao qui-quadrado (753(2)), com dois

graus de liberdade, referente ao nivel de confianga de 100(1 — a).

> Teste de Cochran Este teste permite verificar se uma determinada variancia
méxima (s2,,,) (eventual outlier de dispersio) excede estatisticamente os valores
de um conjunto de variancias populacionais. Como hip6tese inicial assume-se que
nao ha diferenca estatistica entre variincias

HO: 52, <s?

max — "1

(2.14)
Hl: 2, > 51'2
e calcula-se o valor experimental,
§2
max
i=15i

que ndo deve exceder o valor critico tabelado a 95% de confianga referente a N
variancias calculadas com base em M réplicas, tabela A.2.

> ANOVA A anilise de variancia (ANOVA) € uma ferramenta estatistica im-
portante para distinguir as diversas contribui¢des sobre a variancia total observada
(G%). Permite distinguir dentro da variabilidade total de diversos conjuntos de
valores experimentais as contribui¢des puramente aleatdria (0'(%) e contribui¢des
sistematicas entre amostras (Gf%).

A ANOVA de factor tinico baseia-se na decomposi¢ao da dispersao total (SS7)
em duas parcelas: a dispersdo interna ou puramente aleatéria (SSp)’ e a dispersio

"Esta dispersio traduz a variabilidade nio explicada pelo factor.
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causada pelo efeito em estudo (SS, )8
SST =880+ SSa (2.16)

em que SS significa soma de quadrados.
No caso de haver m; réplicas em cada nivel de factor, a variancia interna de
cada nivel (variabilidade dentro das amostras) é estimada através de,

mi (o =)\2
2= Zf‘(lnf_cz l)xl) 2.17)

em que X; representa o valor médio desse nivel.
A variancia dentro dos N grupos (variabilidade interna média dos diferentes
niveis do factor) é dada pelo somatério das varidncias internas de todos os grupos,

N ymi ()2
sgzliszz =1 Zje (=) (2.18)
N&= N (m)—N

i=1

No caso de o nimero de réplicas ser idéntico em cada nivel do factor em
estudo, (m; = M),

YL (o —%)”
NM-1)
A varidncia entre amostras (entre os diferentes niveis do factor A) é dada pela
dispersdo das médias de cada um dos niveis X; em relacdo a media global x,

- 2
2 Zﬁy:lm,-(x,-—x)

55 = (2.19)

= 2.20
A (N-1) (220)
No caso de o nimero de réplicas ser idéntico, (m; = M),
M.YY | (% —x)*
@ - MEo %=y @.21)
(N—-1)

Se o factor em estudo (factor A) ndo influi de modo significativo, ambas as
dispersoes (dentro dos niveis e entre niveis do factor) sdo estimativas da variancia
da componente aleatéria. Quando o factor influi de modo significativo, a dispersao
devida ao factor A (s4) torna-se maior que a componente puramente aleatoria (so).

As hipoteses estatisticas formuladas sio:

Hy : sf‘ < s%
(2.22)
H, : sf\ > s%

8Relacionada com a variabilidade explicada pelo efeito do factor.
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Deste modo, pode ser calculado o teste F' para comparar as dispersoes,

2
s

2.5 Calibracao e quantificacao

Nos métodos instrumentais correntes, o detector utilizado produz um sinal que
se pretende que seja o mais selectivo possivel para um determinado analito de
interesse que se pretende quantificar.

Assim sendo, a estimativa do teor do analito na amostra faz-se através de um
método comparativo - procura-se inicialmente descrever a fungao de resposta ins-
trumental ao analito através de uma funcdo matemadtica designada de modelo.
Em termos instrumentais e metroldgicos’, designa-se de calibracio a operagio de
verificacdo e ajuste do sinal instrumental de modo a que o valor reportado pelo
equipamento corresponda a uma determinada unidade definida no sistema inter-
nacional de unidades (SI). No laboratdrio, usualmente recorre-se a este termo para
definir a fungdo que relaciona a concentragdo de padrdes'? e o sinal instrumental
gerado pelo detector do equipamento.

Em termos numéricos a calibrag@o consiste em definir uma fungio de resposta
(f(xi;b;)) capaz de descrever a dependéncia do sinal instrumental (y;) da varidvel
independente (concentragdo, x;) manifestada através de alguns parametros (b;) de
modo minimizar o erro do modelo (¢;),

e;=yi— f(xi;bj) (2.24)

O erro total do ajuste do modelo de calibracdo (SS) pode ser estimado com

base em
N

N
2
$S=Y (e)? =Y (yi— flxib))) (2.25)
i=1 i=1
Como modelos de fungdes de resposta (f(x;; b)) regra geral usa-se polinémios
de baixo grau (1° ou 2° graus) de forma a conseguir traduzir, de modo computa-
cionalmente facilitado!!, a resposta instrumental.

° A metrologia refere-se a ciéncia que lida com a quantificacio e estimativa de valores.
10S0lugdes padrio sdo solugdes que contém um teor bem conhecido de determinado analito.

T As fungdes polinomiais permitem descrever, de modo simples, uma resposta que linear ou
inclusivamente com determinada curvatura. A maior vantagem deste tipo de fungdes € que os seus
parimetros sdo linearmente dependentes e que, por este facto, as derivadas parciais do modelo em
fungdo aos respectivos pardmetros sdo independentes destes o que permite estimar com todo rigor
os pardmetros do modelo directamente, através de opera¢des matriciais e sem recurso a métodos
iterativos de aproximacao.
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Diferentes estratégias podem ser seguidas de forma a minimizar o erro do
ajuste, eq.(2.25), de entre as quais se consideram a a) a estimativa robusta e b) a
estimativa por minimos quadrados.

No primeiro caso, a estimativa robusta [24], os pardmetros do modelo sdo
estimados separadamente com base em derivadas numéricas (desde o grau igual
ao polinémio até ao grau zero) usando a mediana'> como método de estimativa
robusta. Contudo, esta abordagem ndo tem suporte estatistico (via modelo de
erro) mas terd tanto mais significado quanto maior for a dimensao da amostra
considerada (N ~ o0).

Ja no segundo caso, a estimativa por minimos quadrados, implica uma esti-
mativa paramétrica baseada em todos os N valores experimentais (N < 20). Este
facto confere alguma vulnerabilidade deste tipo de abordagem ja que, a presenga
de valores discrepantes (andmalos ou “outliers”) frequentemente produz erros sis-
tematicos !> nas estimativas de posicdo e inflagio das estimativas de incerteza ob-
tidas por esta via.

Foi anteriormente referido que as funcdes mais convenientes para utilizar como
modelo de calibragdo sdo polindémios de baixo grau. No caso de ser um polinémio
de primeiro grau (Py;)

Py : f(x,-;bo,bl) =by+b;.x; (2.26)
ou de segundo grau (Fp12)
P : f(xi;bo,bl,bz) = bo+b1.x,~—|—b2.xl~2 (2.27)

a estimativa média de erro do modelo

2

N i— f(xisb))
(N-p)

€ muitas vezes utilizada para estimar incertezas quer na estimativa do teor do
analito quer na estimativa dos limiares analiticos do método.

Como iremos ver de seguida, hd diferentes estratégias analiticas que permi-
tem estabelecer a relagc@o entre o teor do analito e o respectivo sinal instrumental
gerado.

i = (2.28)

12A mediana corresponde ao percentil 50%. este facto confere-lhe uma elevada robustez ja que
o seu ponto de quebra estd muito préoximo de 50% (ligeiramente a baixo deste valor).
3Enviesamento do valor estimado em relagdo ao valor correcto.
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2.5.1 Curva de calibracao

A forma mais usual de se executar a calibracdo de um instrumento € através da
curva analitica (ou curva de calibragdo). Este processo consiste em preparar pa-
drdes com concentracdes bem conhecidas do analito e matriz (veiculo de suporte
onde coexiste o analito) o mais proximo da realidade da amostra em estudo. Estas
solugdes sao introduzidas no equipamento e o respectivo sinal instrumental gerado
¢ registado.

Se se considerar uma grande amplitude de concentracdes, regra geral, a res-
posta analitica apresenta um certo encurvamento, ver figura (2.10).

Figura 2.10: Curva de calibragdo exemplificativa da perda de linearidade da resposta instrumen-
tal (Y) em funcdo do teor de analito (X): a curva a azul sobreposta representa uma dependéncia

linear (Py;) e o tracejado vertical delimita a regido de resposta linear.

Nestes casos, o0 modelo de calibracdo mais adequado deve ser por isso um
polinémio de segundo grau (Fyi2, €q.(2.27)). Contudo, este modelo conduz a
estimativas paramétricas dificeis de implementar.

A solug@o mais conveniente passa quase sempre por restringir a gama analitica
a uma zona de resposta mais linear, ver figura (2.10). Deste modo as estimativas
paramétricas sd0 muito mais convenientes e faceis de calcular.

Através de métodos numéricos diversos procura-se definir uma funcdo que
descreva a dependéncia da resposta instrumental em fun¢do da concentracdo do
analito contido nos padrdes, ver figura (2.11).
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Sinal

Conc.

Figura 2.11: Esquema simplificado de exemplificagio de uma curva de calibragdo: os valores
experimentais (tridngulos a vermelho) representam as leituras instrumentais (sinal) em fungao
da respectiva concentragdo; a linha continua traduz a fungfo de calibracdo que relaciona o sinal

instrumental com a concentracdo do analito em causa.

No sentido de facilitar a quantificacdo do teor do analito nas amostras, na ca-
libracao pretende-se estabelecer uma relagdo linear entre concentracdo do analito
e o respectivo sinal de resposta do equipamento.

Neste caso os cromatogramas para os padroes sdo obtidos, e as dreas sdo uti-
lizadas para a obtencao de um grafico em funcio da concentracdo para se obter a
curva analitica. Este grifico deve obter uma reta que passe pela origem que de-
pois ird servir para a obtencao dos valores para a anélise quantitativa. A calibragdao
deve ser frequente para maior exatidao [18].

Uma vez definida a calibra¢do do equipamento com uma funcdo Py, eq.(2.26),
pode-se agora fazer a quantificacdo do analito utilizando-se para o efeito a fungao
inversa da calibracfio - com base no sinal instrumental obtido (¥4) com a amostra
pretende-se estimar o teor do analito (X4 ) presente através de

Ya—b
Xy =4"7 (2.29)
by
e a respectiva incerteza (erro padrdo, o (X4 )) estimada através de
Ofj 1 1 Yi—79)2
o(Xy) = Lt (Ya =5) (2.30)

by ' M N b%.Z(x,'—f)z

onde ¥4 € o valor médio do sinal da amostra (obtido através de M réplicas) e (%,7)
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sdo as coordenadas do centréide!* da curva de calibragio.

Uma vez obtidas as estimativas paramétricas do teor e respectiva incerteza,
equacdes (2.29) e (2.30), apds a respectiva correccao ao factor de dilui¢do, utiliza-
se os valores da distribuicdo t-student bilateral ao nivel de significancia o = 0.05
com (N — 2) graus de liberdade para estimar os respectivos intervalos de confianca
a95%.

2.5.2 Adicao de padrao

Por vezes a quantificacdo através de curva de calibrac@o ndo € vidvel - em certos
casos a matriz da amostra produz desvios sistematicos significativos que t€m de
ser compensados. Nestes casos recomenda-se o método de adi¢ao de padrao.

O seu procedimento genérico consiste em registar o sinal directo (sem qual-
quer alteracdo da amostra). De seguida sdo incrementadas doses de analito sobre
a amostra inicial e, em cada um desses casos avaliado o respectivo sinal instru-
mental conduzindo a um grafico do tipo da figura (2.12).

Sinal

Conc.

Figura 2.12: Esquema simplificado exemplificativo de uma curva de calibragdo aplicando o
método de adi¢do de padrdo: nas ordenadas representa-se o sinal instrumental obtido em fung¢ao

da quantidade de analito adicionada a amostra.

I4Estas coordenadas correspondem aos valores médios obtidos para o sinal (5 = ¥ y; /N) e con-
centrac@o (X =Y x;/N).
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A determinac¢do da concentracdo do componente em estudo é obtida através
de
b,

Xy =—— 2.31
A by (2.31)

que corresponde ao valor obtido por extrapolacdo da curva analitica até o eixo
das abcissas (varidvel independente, regra geral uma concentracdo), considerando
esse valor em modulo.

Este método € mais moroso e vai requerer maior quantidade da amostra e
tempo de execucdo. Por outro lado, todas as amostras preparadas estardo subme-
tidas as mesmas condicdes de matriz, minimizando ao maximo interferéncias na
andlise desta natureza.

2.5.3 Padrao interno

Existem ainda outras condi¢des analiticas que dificultam a correcta quantificacao.
Por vezes o processo analitico envolve diversos processos de tratamento da amos-
tra (ex: extracgdes, redissolugdes,...) ou existe baixo rigor na sub-amostragem
(ex: micro volumes injectados).

O modo mais usual de contornar esta dificuldade passa por fazer a adi¢ao pré-
via de um padrdo (ou vdrios) a amostra, previamente ao processo responsavel pela
reduc¢do do rigor analitico.

O Padrio Interno (PI) é uma substincia que tem de estar ausente na amostra. E
adicionada em quantidade constante a todas as amostras, brancos e padrdes [18].
O facto de se utilizar uma técnica separadora, como € o caso da cromatografia, o
PI também tem de ser facilmente discriminado dos restantes analitos presentes na
amostra.

A quantificacdo baseia-se no pressuposto de que, a sensibilidade da resposta ao
analito e ao PI se mantém constantes durante a andlise. Deste modo o quociente de
dreas dos sinais analito/PI (Y4 /Ypy) é a varidvel dependente a utilizar e o quociente
de concentragdes (X4 /Xpy) a varidvel independente. Assumindo uma resposta do

tipo Py1, €q.(2.26),
Yy X4
AT = 2.32
(Ym) bo+ b1 <XPI) (2.32)

Para se estimar a respectiva concentragdo na amostra (X4) usa-se

Y,
X, — w X 233
A= by Xpr (2.33)
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e a respectiva incerteza vird como uma propagacao de erro do tipo

o (Xs) = /02 (calib) + G2(PI) (2.34)

em que o (calib) e o(PI) traduzem as contribui¢des de erro devidas a calibragdo
(expressao similar a eq.(2.30)) e ao PI utilizado (valor inscrito no respectivo cer-
tificado).

Em CG a maior forma de se obter uma boa precisdo € através da utilizacdo
de padrdes internos porque as incertezas introduzidas pela inje¢cdo da amostra na
coluna sdo desta forma minimizadas [18, 25]. Neste tipo de andlise o que se faz é
adicionar uma quantidade conhecida de uma substancia estranha (padrdo interno)
a amostra a analisar e garantir que existe um coeficiente de resposta fixo dessa
substancia acrescentada. Dado que o sinal cromatogréfico integrado € proporcio-
nal a quantidade de analito injectada, as variagdes de volume de injeccdo podem
ser compensadas usando-se o padrdo interno como referéncia, permitindo deste
modo compensar os erros cometidos no volume injetado [25]. Neste caso a razio
entre a area do pico do analito (ou sua altura do pico) e a area do pico do padrao
interno (ou sua altura) € utilizada como parametro analitico.

Para que este método seja bem sucedido, € necessario que o sinal cromato-
grifico do padrao interno esteja bem resolvido (separado) em relacdo aos sinais
dos restantes componentes da amostra. Contudo este deve situar-se proximo ao
sinal do analito a quantificar para garantir que as condi¢des de quantificagdo sdo
similares.

O padrao interno tem que ter alto grau de pureza, ndo ter propriedades que in-
terfiram com a amostra, tem que ser estdvel, apresentar uma faixa linear aceitavel
e ndo estar inicialmente presente na amostra [26].

2.6 Validacao

Para garantir que o método AOAC (Association of Official Analytical Chemists)
desenvolvido par cromatografia gasosa € adequado e fidvel para a andlise de gor-
dura total em alimenta¢do humana, foi utilizado o processo de valida¢do de meto-
dologia analitica.

A necessidade de se evidenciar a qualidade de medicdes quimicas € cada vez
mais exigida e reconhecida e esta é geralmente avaliada em termos de compatibi-
lidade, rastreabilidade e confiabilidade.

Por outro lado resultados analiticos ndo confidveis podem levar a: decisdes
desastrosas e prejuizos financeiros irreparaveis. Para controlar estes resultados e



CAPITULO 2. FUNDAMENTACAO 39

garantir que o método nos dara resultados interpretaveis e confidveis sobre a amos-
tra em questdo esta tem que passar por algumas etapas de avaliacdo denominadas
de validacdo.

Ter validado um resultado significa que o procedimento, que inclui desde as
condic¢des de operacdo do equipamento até toda a sequéncia analitica, seja aceito
como correto. Para isso, estabelecem-se niveis de exigéncia que podem definir a
aprovacao do produto ou espécie em estudo.

Para tanto, é fundamental que os laboratdrios disponham de meios e critérios
objetivos para demonstrar que os métodos que utilizam conduzem a resultados
confidveis, que garantam qualidade, idoneidade e credibilidade de seus produtos
e/ou servicos. E importante enfatizar que qualquer alteracio de métodos normali-
zados implica em revalidar o método [27].

Segundo a norma ISO/IEC 17025 [1], “Validagdo € o processo de definir uma
exigéncia analitica e confirmar que o método sob investigacdo tem capacidade de
desempenho consistente com o que a aplicacao requer” [9].

Virias defini¢des estdo descritas na literatura para validacao, tratando-se por-
tanto der um termo ndo-especifico. determinado o método, este considera-se va-
lidado se os pré-.requisitos forem comprovados através das experi€ncias obtidas.
o objectivo da validacdo é comprovar e demonstrar que o método analitico € ade-
quado ao seu propésito. consideracdo o processo validado se este for desenvolvido
ou for adaptado segundo metodologias que ja tenham sido validadas, inclusdo de
novas técnicas ou uso de diferentes equipamentos [27].

Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos
utilizados na validacdo devem estar devidamente calibrados e os analistas devem
ser qualificados e adequadamente treinados. Nenhum dos objectivos dos ensaios
serd devidamente alcancado se o teste ndo for confidvel e ndo apresentar, no mi-
nimo: precisdo, exatiddo e repetitividade dos resultados. O conhecimento dos
factores que afectam os ensaios e seu controle favorece a obten¢do de resultados
reprodutiveis.

Os elementos para a valida¢do que permitem o bom desempenho das técnicas
sdo descritas na literatura especializada (para métodos quantitativos) segundo a
Farmacopeia /USP) sdo [28]:

e Especificidade e seletividade;
e Gama de trabalho e linearidade da curva de calibracio;
e Sensibilidade;

e Limites de quantificacdo: decisdo, detec¢do e quantificagcdo;
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e Precisdo: repetibilidade intermédia e reprodutibilidade;
e Exactidao;
e Robustez;
e Coeréncia.

Para diferentes tipos de procedimentos analiticos existem algumas caracteristicas
que podem sofrer algumas alteragdes. a tabela seguinte lista essas caracteristicas
consideradas como as mais importantes. Esta lista deve ser considerada de mo-
delo para os procedimentos de andlise citados, mas existem exce¢des pontuais que
tém de ser analisadas com mais cuidado. O ultimo pardmetro da validagdo, a ro-
bustez, ndo se encontra na tabela, mas deve ser considerado numa fase adequada
no processo analitico.

Depois de um método ter sido validado este ndo € definitivo, nem para sempre,
devido a qualquer alterac@o na preparacao do composto que constitui a amostra,
na mudanca do procedimento analitico, alteracdes na composi¢do do produto ou
simplesmente devido a desfasamentos temporais, este procedimento deve ser su-
jeito a uma nova revalidacgao.

A validacdo de um método analitico ndo tem necessariamente que passar por
todas as etapas anteriormente citadas - por vezes € suficiente apenas demonstrar al-
gumas delas, fazendo uma validacdo parcial do método. Na tabela (2.3) apresenta-
se a sugestdo da ICH em termos de validag@o parcial de métodos analiticos.
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Tabela 2.3: Processos de validag¢do de acordo com o tipo de ensaio em questao.

’ Tipo de procedimento analitico \ Identificacao \ Teste de impurezas | Doseamento

Quantificacdo Limite
Exatidao - + - +
Precisdo
Repetibilidade - + - +
Precisdo intermédia - + (1) - + (1)
Especificidade 2) + + + +
Limite de detecao - -3 + -
Limite de quantificacdo - + - +
Linearidade - + - +
Gama de trabalho - + - +

- Significa que esta caracteristica ndo é normalmente avaliada; + Significa que esta caracteristica
¢ normalmente avaliada;

(1) nos casos em que a reprodutibilidade, foi realizada, precisdo intermédia nao é necessario veri-
ficar;

(2) a falta de especificidade de um procedimento analitico pode ser compensada por apoio a outros
procedimentos analiticos;

(3) pode ser necessdria em alguns casos.

2.6.1 Especificidade e selectividade

Segundo a Decisao 2002/657/CE da Comunidade Europeia [29] a especificidade
¢ a capacidade de um método distinguir a substincia a analisar de outras subs-
tancias. Ja a [UPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)[30]
e 0 Vocabulario Internacional Metrologico (VIM)[31] apresentam uma definicao
para selectividade que € a extensao em que o método pode ser usado para deter-
minar certos analitos em uma mistura ou matrizes sem a interferéncia de outros
compostos semelhantes e ndo recomendam o termo especificidade.

Diz-se que um método € especifico quando permite discriminar inequivoca-
mente o analito relativamente a outras substancias, eventualmente presentes na
amostra a analisar, ou seja, quando oferece garantias que a grandeza medida pro-
vém apenas do analito [32].

A selectividade € a capacidade de um método identificar e distinguir um ana-
lito em particular numa mistura complexa sem interferéncia dos outros compo-
nentes [27]. Esta caracteristica é essencialmente funcdo do principio de medida
utilizado, mas depende no entanto do tipo de compostos a analisar. outra maneira
de avaliar a especificidade envolve a adi¢do de padrdo analitico ou a comparacao
com padrdo externo [33].

A especificidade pode ser determinada sobre a forma de erro sistematico atra-
vés da contabilizacdo da influencia de dopantes no sinal do analito. este erro
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sistemdtico pode ser avaliado sobe a forma de: erro absoluto, erro relativo e taxa
de recuperacdo.

Outra forma de avaliar a especificidade/selectividade € através da relacdo en-
tre a concentragdo recuperada e a de fortificacdo, que deve ser linear. Assim,
estima-se a capacidade do método em desviar-se linearmente da recuperacdo ideal
(100%) [33].

2.6.2 Gama de trabalho

Segundo a International Conference Harmonization (ICH) [34] a gama de trabalho
de um procedimento analitico € o intervalo entre a concentragdo superior € inferior
do analito na amostra para os quais é demonstrado que o procedimento analitico
tem um nivel adequado de precisdo, exactidao e linearidade, devendo abranger a
faixa de aplicacdo para a qual o método vai ser usado e sao necessdrios no minimo
cinco padrdes para estabelecer a gama de linearidade.

A gama de trabalho corresponde ao intervalo de concentragdes onde o analito
pode ser determinado com precisdo, exactidao e linearidade através desse método
analitico [32]. Para os métodos que apresentam boa linearidade, € suficiente cons-
truir uma curva de calibragdo.

Quando se utiliza uma metodologia que envolva uma curva de calibragdo, a
gama de trabalho pode ser avaliada através do teste de homogeneidade das vari-
ancias. Para tal, recomenda-se o uso da norma ISO 8466-1 para modelos lineares
[35] e a norma ISO 8466-2 para modelos polinomiais de 2° grau [36]. Em ambos
casos, de modo consensual, para a constru¢do da curva de calibragdo segundo es-
tas normas € recomenddvel um minimo de 10 padrdes e 10 réplicas de branco do
padrio.

2.6.3 linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados direc-
tamente proporcionais a concentracdo da substancia em estudo, dentro de uma
determinada gama de aplicagc@o. Apesar de s6 dois pontos definirem uma recta, na
pratica as fungdes de calibragdo devem ser definidas por no minimo cinco pontos
que nao incluam o valor referente ao padrdo de concentracao nula (branco).

A avaliacdo da linearidade faz-se através de um teste estatistico - Teste de
Mandel [35, 37] - através da comparacdo do desempenho no ajuste dos valores
experimentais com polinémio de primeiro (Fy;) e segundo graus (Fp12).

O valor de teste (TV) é estimado através de

AG,  (ASS/A
TV = sz’:( S5/Av) (2.35)

pe o-fif(Pom)
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onde AGJ%# = ASS/Av representa a varia¢do no erro quadritico do ajuste, eq.(2.28),
e GI%e € uma estimativa de erro puramente aleatorio, regra geral, dado pela varian-

cia do ajuste com o modelo com maior niimero de parametros, que neste caso € o
P12 (02, :
012 (O (1))

Poiz

2.6.4 Sensibilidade

A sensibilidade € a medi¢@o da capacidade de um método ou aparelho distinguir
pequenas diferencas de concentragdo do analito presente numa amostra. Em méto-
dos que envolvam uma curva de calibrac¢do, a sensibilidade € definida como sendo
a derivada de primeira ordem da curva de calibragdo numa determinada zona de
concentracao [34], tal como € indicado na equacdo 2.36

E=®

" dx

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentragdo do analito faz

com que ocorra uma grande variacdo no valor do sinal analitico medido. Esse

critério expressa a capacidade do procedimento analitico gerar variagdo no valor

da propriedade medida, causada por um pequeno aumento na concentragdo ou

quantidade do analito. devido a isto, tornou-se usual a utilizacao desse termo para
designar os métodos com baixo limite de detec¢do [38].

(2.36)

2.6.5 Limiares analiticos

Os limites inferiores da curva de calibragdo sao concentragdes que indicam a capa-
cidade de detec¢do e quantificagdo do método analitico a esse nivel de concentra-
¢do, ou seja a um nivel de concentracio baixo. Estes valores de concentracdo sao
estimados com base na incerteza da quantificacdo do analito e podem ser obtidos
através de: réplicas do branco, incerteza dos parametros da curva de calibracdo e
incerteza na dispersao dos valores em torno da curva de calibragdo.

Sempre que possivel deve-se estimar os limites inferiores com base nas leituras
de réplicas de branco de padrdo. No caso de ndo se dispor de brancos de padrdo ou
algum destes limites conduzir a uma concentracdo sem significado fisico deve-se
utilizar os pardmetros da recta de calibracdo. S6 em ultimo caso deve ser utilizado
o desvio padrao do ajuste para este propoésito [34].

2.6.5.1 Limite de deteccao

O limite de detec¢do (LD) corresponde a concentragdo minima da substancia a
analisar que pode ser detectada pelo método (Xzp) com precisdo e exactidao ade-
quadas e que pode ser calculado baseado em parametros da curva analitica.
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Existem vdrias defini¢es e critérios para a obten¢ao do limite de deteccdo.
Para o ICH,[34] o LD de um procedimento individual analitico é a menor quan-
tidade de analito numa amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada como um valor exacto - pressupde uma chance de @ = 0.05¢ =
0.05 para os erros de falsa deteccdo e falsa ndo-deteccao, respectivamente.

Pode ser estimado através:

e de avaliacdo visual - por andlise de amostras com concentragdes conheci-
das do analitos e estabelecendo o nivel minimo em que o analito pode ser
confiavelmente detectado;

e da andlise de réplicas de brancos - o valor médio do sinal obtido pode ser
convertido em limiar analitico;

e da ordenada na origem (bg) - no caso do modelo possuir o termo indepen-
dente com significado estatistico!;

e do desvio padrio do ajuste (Gy;) - se a fungdo de calibra¢do corresponde a
Py através da seguinte equacao:

33005

Xip = 2.37
LD by (2.37)

e na relacdo sinal-ruido (S/N), que € determinada por comparacdo de sinais
medidos a partir de amostras com baixas concentra¢des conhecidas do ana-
lito com os de amostras em branco; e no desvio padrao da amostra e incli-
nacao da curva analitica[34].

2.6.5.2 Limite de quantificacdo

O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a menor concentracao da substancia
a analisar (X7p) que pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisio e
exactiddo. Este limite, apds ter sido determinado, deve ser testado para se ter a
certeza se a exactiddo e precisdo obtidas sdo satisfatérias. Segundo a directiva
2002/657/EC o intervalo de concentracio deverd ser 3 vezes o LMR!® ¢ a relacio
sinal/ruido (S/N) maior ou igual a 10.

Na prética, quando a curva de calibragao j4 se encontra bem definida ou verifi-
cada, corresponde normalmente, ao padrdo de calibracdo de menor concentracao
(excluindo o branco). Este limiar, depois de ter sido determinado, deve ser testado

SDiz-se que um determinado pardmetro tem significado estatistico quando o seu valor ndo é
nulo ou seja, o seu intervalo de confianca da estimativa ndo contém o valor nulo.
16Este parimetro diz respeito a quantidade maxima de residuo especifico para cada analito.
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para averiguar se a exactidao e precisao conseguida € satisfatéria. Este teste pode
ser realizado através da determinacdo, em condi¢des de precisdo intermédia, de
uma série de padrdes internos, cuja concentracao € proxima ou igual ao limiar da
quantificacdo.

De modo similar o limite de quantificacdo pode ser estimado através de ex-
pressoes similares ao limite de deteccao.

A expressdo mais corrente para limite de quantificagdo € dada pela seguinte
equagao

10.0c fit

2.6.6 Precisao

A precisdo do método analitico indica o grau de proximidade relativa dos valores
obtidos através da repeticdo dos ensaios analiticos nas mesmas condicoes.

De acordo com a literatura os critérios experimentais usados na avaliacdo da
precisdo sdo a seguir referidos para: repetibilidade, precisdo intermédia e repro-
dutibilidade.

A repetibilidade consiste no grau de concordancia entre os resultados obtidos
de medic¢des sucessivas de uma mesma experiéncia, efectuadas nas mesmas con-
dicdes de medi¢do, chamadas de condi¢des de repetibilidade como por exemplo:
mesmo procedimento de medi¢do, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob
as mesmas condi¢des, mesmo laboratdrio e repeticdes em curto espago de tempo.

De acordo com a ICH [34], deve ser realizado um minimo de 9 determinagdes
dentro do limite estabelecido (3 niveis 3 repeti¢des para cada uma) ou um minimo
de 6 determinagdes. A precisdo intermédia expressa o efeito das variacdes den-
tro do préprio laboratério devido a alteracdes das condicdes em que se realiza a
experiéncia, como, diferentes equipamentos, dias, analistas, etc. A reprodutibili-
dade refere-se aos resultados obtidos de colaboragdo entre diferentes laboratérios
[33], ensaios interlaboratoriais, reflete a amplitude de erros aleatérios de quantifi-
cagdo a escala mundial e avalia a concordancia de resultados entre ensaios sobre
a mesma amostra em condi¢des operacionais bem definidas.

A norma ISO 8466-1:1990 [35] permite estimar a precisao média da estimativa
da concentragdo do analito através de
G .
vy =22 (2.39)
by
onde b representa a sensibilidade obtida através do ajuste dos valores obtidos na
calibragcdo com um polinémio de primeiro grau (Pyy).
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Esta imprecisdao pode ainda ser dada em termos relativos através de
%
%BCVy = 100 x YX (2.40)

onde X representa o valor médio da concentragio dos padrdes utilizados na cali-
bracdo (abcissa do centroide da curva de calibragdo).

A expressdo (2.40) € mais vantajosa porque, sendo esta relativa, pode ser mais
facilmente utilizada na comparagdo de desempenhos entre métodos.

No caso de se se tratar de um conjunto de medidas obtidas por quantificacdo
directa € usual exprimir a imprecisdo em termos de coeficiente de variacio

%BCV = 100 x % (2.41)

uma vez que este valor relativo permite a sua ficil comparac@o entre amostras e
entre métodos.

2.6.7 Exactidao

A exactiddo diz respeito a proximidade entre o resultado de um ensaio e o seu
valor de referéncia aceite como verdadeiro. A exactiddo, quando aplicada a uma
série de resultados de ensaio, obtidos em laboratdrio estd dependente de erros sis-
tematicos. A ICH [34] recomenda avaliar a exactidio com um minimo de nove
determinagdes/ensaios e contendo no minimo trés niveis de concentracio defi-
nidos e diferentes de forma a abranger um intervalo estabelecido. Os processos
mais utilizados para avaliar a exactidao de um método sdao: amostras de referéncia,
comparacao de métodos, ensaios de recuperacdo e adicdo de padrao.

Por sua vez a Directiva 2002/657/EC recomenda avaliar a exactidao contendo
por exemplo, 18 porcdes de ensaio em branco que pode ser selecionado com 6
padrdes 1, 1.5 e 2 vezes o LMR, de forma a abranger um intervalo estabelecido
[39].

A exactiddo pode ser estimada internamente ao laboratério através de ensaios
de recuperagdo sendo esta expressa através da taxa de recuperacdo (%RI), esti-
mada com base em
G —C

G
onde C, representa o valor obtido na concentragdo da amostra final, Cy o valor
inicial da concentra¢do na amostra (antes da fortificacdo) e C; o valor da concen-
tracdo adicionada a amostra analisada de forma a obter o valor final C;.

%RI = 100 x (2.42)
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2.6.8 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida da capacidade do método em se
manter inalterdvel no seu desempenho analitico face a pequenas variacdes nos
seus parametros experimentais. Ou seja, um método diz-se robusto se for pratica-
mente insensivel a pequenas variacdes que possam ocorrer quando este estd a ser
executado onde tem que se ter conta todo o procedimento laboratorial e os erros
associados.

Para tal pode-se recorrer ao tratamento de Youden [40, 41], que permite ndo
sO avaliar a robustez de um método, como também verificar a influéncia de cada
uma das varia¢es nos resultados obtidos. Uma maior robustez de um método
revela maior insensibilidade (dependéncia) de factores experimentais deliberada-
mente alterados, o que é vantajoso, pois 0 método continua a conduzir a valores
concordantes apesar das alteracdes efectuadas. Quanto maior for a robustez de
um método, maior seré a confianca desse método quanto a sua precisao.

A robustez de um método cromatografico € avaliada, por exemplo, pela vari-
acdo de pardmetros como a concentracao do solvente organico, pH e forca i6nica
da fase mével em HPLC, programacdo da temperatura, natureza do gas de arraste
em GC, bem como o tempo de extrac¢do, agitacao, etc.

2.6.9 Coeréncia

A coeréncia do método analitico diz respeito a concordancia de valores ao se-
rem introduzidas aleatoriamente variagdes nas condi¢des experimentais do mé-
todo. De acordo com a USP, esta pode ser medida através da reprodutibilidade
dos resultados obtidos sob a variacdo de diversas condicdes experimentais (ex:
diferencas dentro do laboratorio, analistas, instrumentos, reagentes, periodos de
trabalho, etc) e pode ser expressa sob a forma de %RSD [28].

2.7 Quantificacao da incerteza

A valida¢do de um método analitico ndo poderia estar completa sem se proceder
a avaliacdo da incerteza global do método no sentido de demonstrar que o método
apresenta a fiabilidade desejada e cumpre os seus objectivos.

Nesta seccdo vamos abordar a nomenclatura prépria, provenientes da metro-
logia, para esta abordagem analitica. Posteriormente iremos efectuar alguns diag-
noésticos das fontes de incerteza que contribuem para a incerteza total do método,
o tratamento de incertezas do tipo A e B, a estimativa da incerteza combinada (u.)
e obtencao da estimativa de incerteza expandida (U).
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Antes de fazer um resumo sistematico do procedimento da quantificacdo da
incerteza convém definir alguns termos fundamentais com ela relacionados.

2.7.1 Nomenclatura

Em metrologia, chama-se incerteza ao parametro associado a medi¢do que per-
mite caracterizar a dispersdo dos valores experimentais obtidos e € utilizada no
processo de quantificacdo dessa propriedade.

A estimativa da incerteza da medida deve considerar as componentes de erro
aleatorio e de erro sistemdtico em relagc@o ao valor normal (real, conhecido, valor
de referéncia, valor consensual, previsto, verdadeiro, etc.).

O erro aleatério ndo pode ser corrigido enquanto que o erro sistematico pode
ser compensado ou eliminado.

A imprecisdo e o erro sistematico (desvio) sdo caracteristicas de qualquer me-
dicao efectuada.

Incerteza padrao A incerteza padrao (1) é dada pelo erro padrao associado a
uma medicao - pode referir-se ao desvio padrdo no caso de ensaio tinico (M = 1).

Incerteza relativa A incerteza relativa (RSU) é uma incerteza adimensional
normalizada com a estimativa central em valor absoluto.

Incerteza padrao combinada A incerteza padrao combinada (u.) traduz o erro
padrao associado ao resultado de uma medicdo em particular (ou série de medi-
coes) e toma em consideracao diversas componentes da incerteza.

Incerteza expandida A incerteza expandida (U) é uma incerteza padrao com-
binada multiplicada por um termo constante k que lhe garante uma certa taxa de
cobertura estatistica (nivel de confianga) da distribuicdo referente a incerteza da
estimativa.

2.7.2 Pressupostos

Para se proceder a quantificacio da incerteza da medida efectuada assumem-se os
seguintes pressupostos:

1) cada componente de incerteza é traduzida e quantificada através do respec-
tivo erro padrio'’,

"Todas as incertezas padrdo possuem unidades e devem ser reportadas nas mesmas unidades
que as expressas na expressao determinando.
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i1) todos os desvios estdo supostamente corrigidos (no bias, A ~ 0) por forma
a que todas as incertezas coincidem com a incerteza da correc¢ao,

iii) todos os intervalos de incerteza sao simétricos,

iv) as componentes da incerteza sdo classificados em dois tipos de grupos
dependendo da sua origem e ndo do tipo de erro. Ha dois tipos de incertezas a
considerar:

- incerteza do Tipo A - diagnéstico da componente da incerteza recorrendo a
métodos estatisticos,

- incerteza do Tipo B - componentes da incerteza avaliadas por outros meios
(outros laboratérios, entidades, etc.),

V) a incerteza combinada (u.) representa o erro padrao global do valor a repor-
tar; resulta da combinagdo de todas as incertezas (A e B) sob a forma da adicdo
de variancias,

vi) a incerteza expandida (U) resulta do produto da incerteza combinada pelo
respectivo valor de 7-student para um certo nivel de confianca e referente a um
determinado nimero de graus de liberdade

U=kxXue=1h,) X u (2.43)

Em geral a incerteza € reportada ao nivel de confianca de 95% (o = 0.05). Para
um grande nimero de graus de liberdade (n > 15), o pode ser utilizado o valor
k = 2 para aproximar a cobertura ao nivel de confianga de 95% do valor estimado.

2.7.3 Estimativa da incerteza

Para se proceder a estimativa da incerteza total na quantificacdo do analito € neces-
sario: especificar a mensuranda, identificar as diversas fontes de incerteza, quan-
tificar cada uma das componentes da incerteza, estimar a incerteza combinada e
calcular a incerteza expandida.

1. Especificagdo da mensuranda

Antes de mais é necessdrio definir a expressao utilizada na quantificagao,
que conduz ao cdlculo em questio, evidenciando os termos que contém in-
certezas associadas. Se o valor a reportar ndo pode ser directamente ava-
liado mas € estimado através da comparacdo com valores da substancia de
referéncia (padrdes), a equacdo que combina as vdrias quantidades deve ser
definida.

2. Identificacdo das fontes de incerteza

A incerteza global apresenta diversas fontes e deve-se essencialmente a:
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- amostragem (ex: falta de representatividade devido a falta de homogenei-
dade)

- pré-tratamento, acondicionamento e armazenamento (ex: perdas e conta-
minagdes, estabilidade do analito)

- efeitos instrumentais (ex: calibra¢do e manutencio do equipamento)

- desvios do método (ex: estequiometria do processo, reaccoes paralelas e
incompletas, ...)

- pureza dos reagentes (ex: efeitos ndo controlados)

- condi¢Oes experimentais (ex: temperatura ambiente, luminosidade, ...)
- efeitos de matriz (amostra)

- incertezas no célculo (curva de calibragdo, réplicas, ...)

- efeito do operador (analista)

- efeitos nao controlados (aleatdrios)

3. Quantificacdo das fontes de incerteza

Diagndstico da incerteza do tipo A:

O erro do tipo A (erro estimado internamente, no laboratdrio) contém duas
componentes - aleatoria (que ndo pode ser corrigida) e sistemadtica (que teo-
ricamente, pode ser corrigida). A incerteza do tipo A € expressa sob a forma
de desvio padrao da média.

Diagndstico da incerteza do tipo B:

Esta fonte de incerteza depende de estimativas efectuadas previamente por
outras entidades (organismos, fabricante, ...) nas condi¢des usuais de pro-
cedimento. Geralmente vem expressa sob a forma de intervalo de confianga
(£a). Em geral duas situacdes podem surgir:

a) o intervalo de confiang¢a indicado foi estimado para um certo nivel de
confiancga

Neste caso assume-se uma distribui¢do normal e estima-se a incerteza (u(x))
com base nos respectivos valores da distribuicdo bilateral de ¢-student; se
nio forem conhecidas o nimero de réplicas em que o calculo se baseou,
considera-se um nimero infinito de réplicas.

b) o intervalo de confianca especificado ndo tem nivel de confianca associ-
ado

Assume-se que o nivel de confianga é de 99%. De acordo com o tipo de
distribui¢do prevista para a varidvel em causa e estima-se a respectiva im-
precisao.



CAPITULO 2. FUNDAMENTACAO 51

A distribui¢do uniforme € assumida para o caso de a varidvel em questio
poder apresentar com uma certa frequéncia os valores extremos

(x+ta) = u(x):\/ig (2.44)

Se se suspeitar de que os valores extremos sdo pouco frequentes deve-se
aceitar a distribui¢do triangular como representante desta fonte de erro ale-
atorio

(x+a) = ulx)= \/ié (2.45)
Sdo exemplos as estimativas de erro com material volumétrico aferido.

Se for expressamente indicado de que a dispersdo aleatéria € normal ou se
existir uma forte suspeita de esta resultar de diversas fontes de erro inde-
pendente, a incerteza deve ser estimada assumindo uma distribui¢do normal

(x£a)ag—001 = ux)= S (2.46)

Sl

NSTRSY

(xta)ag—005s = u(x)= (2.47)

S

4. Estimativa da incerteza combinada

Regra geral, a incerteza € combinada sob a forma de estimativa de erro
indeterminado e independente. Se se assumir que o determinando possui a
seguinte expressao

y=fx1,x2,...,xp)

a incerteza combinada referente ao determinando é dada através da expres-
sdo de propagacgdo de erro indeterminado

ue = u(f(x1,%2,...,xp)) = ut= f_1<<g—£)xu(x,~)>2 (2.48)

onde (df/dx;) representa o coeficiente de sensibilidade da funcéo determi-
nado em relagdo a varidvel x;.

No caso de existir erro indeterminado correlacionado, a expressao anterior

() ) “BE() ) () 0)

em que r;; representa o coeficiente de correlagdo dos erros indeterminados
entre as varidveis i e j.
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5. Estimativa da incerteza expandida

A incerteza expandida (U) calcula-se através da multiplicacdo da incerteza
combinada pelo factor de cobertura desejado

U=kxu, (2.50)

O factor de cobertura (k) tem por finalidade expandir a incerteza combinada
(uc) por forma a definir um intervalo de confiangca ao qual estd associada
uma determinada probabilidade. A taxa de cobertura geralmente € calcu-
lada para o nivel de confianga de 95% (o = 0.05).

Se o niimero de graus de liberdade for baixo (v < 15) deve-se utilizar os
valores da distribuicdo #-student (bilateral) como factor de cobertura. Caso
contrario, assume-se k = 2.

A indicacdo do resultado analitico deve ser sob a forma de intervalo de
confiancga
ux =X +U (2.51)



Capitulo 3

Parte experimental

Neste capitulo apresenta-se a descri¢do dos reagentes e equipamentos utilizados,
os procedimentos e as condi¢des experimentais usadas nos métodos aplicados a
detecgdo da gordura total e dos AG em alimentacdo humana.

O método analitico estudado permite quantificar uma série de componentes da
gordura contida nos alimentos através de CG.

Neste estudo o padrao interno € o dcido undecandico, que apresenta a formula
molecular C11H>, 0> e a estrutura representada na figura (3.1).

0
CH3(CH2)3CH2AOH

Figura 3.1: Representagio da férmula estrutural e estrutura 3D do PI, 4cido undecanéico.

Foi utilizado um CRM (MIX) adquirido a Sigma-Aldrich com a composi¢ao
descrita na tabela (3.1).
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Tabela 3.1: Composicio quimica do CRM utilizado.

Composto %w | Composto Tow
cis-13,16-Docosadienoic acid methyl ester 2 Methyl heptadecanoate 2
cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid methyl ester 2 Methyl linoleate 2
cis-11,14-Eicosadienoic acid methyl ester 2 Methyl linolelaidate 2
cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid methyl ester 2 Methyl linolenate 2
cis-8,11,14-Ficosatrienoic acid methyl ester 2 Methyl myristate 4
cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid methyl ester 2 Methyl myristoleate 2
cis-11-Eicosenoic acid methyl ester 2 Methyl oleate 4
Methyl cis-10-heptadecenoate 2 Methyl octanoate 4
Methyl hexanoate 4 Methyl palmitate 6
Methyl y-linolenate 2 Methyl palmitoleate 2
Methyl arachidate 4 Methyl pentadecanoate 2
Methyl arachidonate 2 Methy] cis-10-pentadecenoate 2
Methyl behenate 4 Methy] stearate 4
Methyl butyrate 4 Methyl tricosanoate 2
Methyl decanoate 4 Methyl tetracosanoate 4
Methyl dodecanoate 4 Methyl tridecanoate 2
Methyl elaidate 2 Methyl undecanoate 2
Methyl erucate 2 Methy] cis-15-tetracosenoate 2
2

Methyl heneicosanoate

Este CMR € do fornecedor Supelco e contém os 37 componentes em 100mg.

3.1 Materiais e equipamentos

Neste ponto descrevem-se os reagentes, solventes utilizados, o material e equipa-
mentos mais relevantes.

Os materiais de vidro mais utilizados foram: baldes de fundo redondo e de
evaporacao, frascos do tipo vial (2 mL), material volumétrico de rigor (pipetas e
baldes de diluicdo de classe A) além de outros materiais comuns (ex: espatula,
esguicho, copos de vidro, esferas de vidro,...).

Sempre que possivel os reagentes utilizados eram de grau de pureza o mais
elevado possivel. Na tabela (3.2) listam-se alguns dos regentes mais relevantes e
algumas das suas caracteristicas.
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Tabela 3.2: Lista de reagentes mais relevantes utilizados no decurso deste trabalho.

’ Nome Férmula Fabricante Pureza% ‘ Mw (g/mol) ‘ d (kg/dms) ‘
Acido cloridrico HC1 Fisher chemical 37 36.46 1.64
Cloreto de s6dio NaCl PROLAB 99,9 58.44 2.16

Sulfato de sédio anidro Na;SO4 CHEM-LAB 99,2 142.04 1.46
2,2, 4-trimetilpentano; isooctano CgHig Fisher chemical 99.5 114.22 0.69
Acido pirogalico CeHgO3 Sigma-Aldrich 98 126.11 1.45
Dietiléter C,HsOC>Hs | Sigma-Aldrich 99,9 74.12 0.71
Etanol C,HgO Sigma-Aldrich 95 46.06 0.79
Tolueno CeHsCH3 Sigma-Aldrich 99,9 92.14 0.87
Cloroférmio CHCl; Fisher chemical 99.8 119.38 1.48
Triflureto de Boro BF; Fisher chemical 99 103.837 1.64
Undecandico CHCL3 Sigma-Aldrich 99 186.29 0.89

F.A.M.E Mix Cy4-C3y Sigma-Aldrich 99.7 Variavel

As solucdes foram preparadas com dgua de elevada pureza obtida através do
sistema de purificacdo de 4gua (PURELAB Maxima).

De entre os equipamentos mais relevantes utilizados neste trabalho contam-se:

e GG-2010 Gas Chromatograph, SHIMADZU CORPORATION, com detetor
FID;

e Coluna Phenomenex; COLUMNA CAPILAR TRB-FFAP (15 m(0,25 mm(EQ,25
tm);

e Balanca analitica METLER TOLEDO;

e Micropipetas varidveis BRAND (100-1000 tL);

e Soxhlet extrator;

e Evaporador rotativo;

e Centrifugadora;

e Vortex.

3.2 Preparacao das solucoes

HCLde12Me83M
Retirar 250 mL de HCI comercial (~12 M) para baldo volumétrico e adicionar
110 mL de dgua agitando bem. Manter a temperatura ambiente (entre 20-24 °C);

Padrao interno: undecanoico — C11:0: 5 mg/mL em triclorometano
Pesar 0.25 g de 4cido undecandico num baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar
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triclorometano e dissolver, agitando bem vérias vezes. Manter a solucao no frio a
uma temperatura de 2 — 8 °C.

3.3 Procedimentos

De seguida serd explicado o procedimento experimental, utilizado para a prepara-
¢do das amostras.

3.3.1 Preparacao das amostras

Para um baldo de fundo redondo pesa-se rigorosamente uma massa de amostra
previamente triturada, de 3 g e adiciona-se 100 mg de 4cido pirogalico, para mi-
nimizar a degradacdo oxidativa dos dcidos gordos, 2 mL da solu¢do de padrao
interno, 2 a 3 esferas de vidro como reguladores de ebulicdo, e mais 2 mL de
etanol (agente metilador). Agita-se muito bem a solucao até ficar homogénea.

De seguida adiciona-se 10 mL da solu¢do de HCI 8.3 M preparada anterior-
mente e torna-se a agitar.

Leva-se o baldao de fundo redondo ao soxhlet a uma temperatura entre 70 a 80
°C com agitacdo durante cerca de 40 minutos.

No final da digestdao mistura-se bem o contetido com a ajuda do vortex e deixa-
se arrefecer a mistura a temperatura ambiente.

Ao final de algum tempo, para auxiliar a amostra a arrefecer, até atingir a tem-
peratura ambiente, adiciona-se uma por¢do de etanol e agita-se suavemente.

ApOs esta primeira fase procede-se a metilacdo dos AG presentes na amostra.

Para tal adiciona-se 25 mL de dietiléter e agita-se a solugdo. Nesta fase vai-se
poder verificar a formagdo de 2 fases, visto o dietileter ser imiscivel com a solugdo
anterior. Assim os AG presentes na amostra irdo ficar na fase superior que se
decanta para um baldo de evaporacao.

Evapora-se o dietileter em corrente de azoto e no final da evaporagdo total
redissolve-se o residuo em 2 mL de cloroférmio e mais 2 mL de dietileter; de
seguida leva-se a evaporar (evaporador rotativo) a uma temperatura de 40 °C,
seguida de corrente de azoto.

Adiciona-se depois 1.2 mL de triflureto de boro e 1 mL de tolueno e leva-se o
baldo ao soxhlet durante 30 minutos.

Ao fim desse tempo retira-se o baldo e deixa-se arrefecer a temperatura ambi-
ente agitando-se, se for necessario com a ajuda do vortex.

Adiciona-se 5 mL de 4gua, 1 mL de isooctano e 1 g de sulfato de s6dio anidro.
Tornam-se a formar 2 fases, devido a jun¢@o do isoctano, que ja contém os AG
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metilados. Esta fase superior transfere-se para um tudo de ensaio juntamente com
mais 1 g de sulfato de sddio anidro, que tem o papel de agente secante.

Ao fim deste procedimento transfere-se uma por¢ao da parte superior do tubo
de ensaio para o vial e injeta-se no GC-FID.

3.3.2 Condicoes cromatograficas

De forma a otimizar o método, foram testados alguns parametros para a obten-

¢do de um cromatograma do MIX onde se obtivessem todos os dcidos gordos e

de forma a que a sua identificacdo, quer visual quer em termos de tempos reten-

cdo/areas, fosse bastante perceptivel, para a posterior andlise das nossas amostras.
As condi¢des cromatograficas de trabalho foram as seguintes:

e Fluxo: 40.0 mL/seg;

e Temperatura: a analise inicia-se com uma temperatura de 70 °C na coluna
que vai aumentando até a temperatura maxima de 240 °C. O detector inicia
o programa de andlise (Ar= 16 min) com uma temperatura de 30 °C ate
chegar a temperatura final de 260 °C. O injetor atinje uma temperatura de
240 °C;

e Volume de injec¢do: 1 tL;
e Tempo de corrida: 16 min;

Outro parametro testado foi também a dilui¢do do MIX, para uma possivel dimi-
nui¢do de volume utilizado em cada injec¢do, mantendo uma boa resolucao dos
picos dos 4cidos gordos.

3.4 Tratamento de resultados

Segundo o método AOAC, para a obtencao de gordura (total, saturada e insatu-
rada) em alimentos através de cromatografia gasosa as gorduras e acidos gordos
sdo extraidos dos alimentos através de métodos de hidrodlise (hidrdlise acida na
maioria dos produtos, hidrélise alcalina para produtos lacteos e ambas para quei-
jos). Neste estudo ndo se testou em produtos ldcteos nem em queijos.

Utilizou-se como padrao interno o dcido undecandico (C11:0).

O total de gordura foi calculado como a soma dos dcidos gordos individuais
e os saturados e monoinsaturados sdo obtidos através da soma dos respectivos
acidos gordos.
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Ap0s a preparacao das amostras e posterior injec¢do destas e do MIX de dcidos
gordos, que € necessario para optimizar os cromatogramas, procedeu-se a analise
dos picos e respectivos tempos de retengao.

Todos estes testes foram efectuados com uma coluna capilar (Coluna Pheno-
menex; COLUMNA CAPILAR TRB-FFAP (15m(E0,25mm(EO0.25tm)), o isooc-
tano como solvente e o d4cido gordo undecanoico como padrdo interno. A andlise
iniciou-se com uma temperatura de 70 °C na coluna que aumentou gradualmente
ate a temperatura de 240 °C, enquanto a chama do detector inicia com uma tem-
peratura de 30° ate atingir a final de 260 °C. O injector por sua vez, atinge uma
temperatura de 250 °C, com uma pressdo de 59.2 kPa. Em termos de gases de
arraste temos o hidrogénio e o ar reconstituido com um fluxo de 40.0 mL/min. O
volume de injeccao da amostra é de 1.0 (L.

[JCP] A deteccao de sinais cromatograficos e respectiva integracdo foi reali-
zada através do software préprio do equipamento tendo sido previamente estabe-
lecidos os critérios de inicio e termo do sinal (pico) cromatografico.

Ja a identificacdo de cada componente fez-se por comparagdo com os tem-
pos de retencao relativos (Tggr) quer recorrendo ao método publicado pela AOAC
quer através do estudo de uma amostra contendo uma mistura (MIX) muito bem
conhecida (CRM).

3.4.1 Estimativa

Sempre que possivel, no caso de resultados provenientes de diferentes anélises so-
bre a mesma amostra (repeti¢des e réplicas), antes de proceder a qualquer estima-
tiva paramétrica foi realizado o teste de Grubbs, eq.(2.10), para avaliar a deteccao
de eventuais outliers (o« = 0.05). No nosso entender € de todo conveniente detectar
e eliminar eventuais valores discrepantes ja que estes produzem um enviesamento
na estimativa central e ttm também um enorme impacto sobre a dispersdo, com-
prometendo a eficiéncia das determinagdes.

Apés esta triagem, foi realizado o teste simultineo de simetria e curtose,
eq.(2.11), para avaliar a normalidade das distribui¢cdes. Este passo € importante
para garantir que a estimativa central coincide com o valor mais provavel e que o
intervalo de confianga estatisticamente previsto estd conforme os valores experi-
mentais obtidos.

Em termos de calibragio, o sinal analitico foi processado em termos de quoci-
ente de dreas (Ps;/Psc11.0) € 0s teores em termos de quociente de concentragdes
(W;/We11.0) entre cada analito e o padrdo primério (4cido undecanéico, C11:0).
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A curva de calibragdo de cada analito foi avaliada em termos de: a) homoge-
neidade da variancia (comparacao da dispersdo nos extremos da curva de calibra-
cdo, eq.), b) eventuais outliers (teste de mandel, eq.(2.35)).

Para avaliar a interdependéncia da varidvel dependente (y;) com a varidvel
independente (x;) foi avaliada através do coeficiente de correlacdo de Pearson [42,
43]

N — —
Yiiy (6 —%) (i —9)
N 2 vN —\2
VEL (02 2 i)
Quanto maior for esta interdependéncia assim maior serd o valor absoluto de

Pxy-

Este estimador de interdependéncia ndao permite tirar grandes conclusdes es-
tatisticas mas, pode ser usado para avaliar o grau de interdependéncia quando
testado contra o valor unitério (Hy : |pxy|=1)

|lpxy|—1].vV/N—2
\/I_P)%Y

em que os valores criticos respectivos provém da distribui¢do 7-student bilateral.

(3.1)

Pxy =

TV =

(3.2)

3.4.2 Calculos

Com a utiliacdo deste método, € necessdrio efectuar diversos célculos para a ob-
tencdo da gordura total presente na amostra, que € obtida pela soma de todos os
acidos gordos quantificdveis e também para a obtencdo da quantidade de cada
acido gordo individual.

Inicialmente calcula-se o factor de resposta de cada dcido gordo. Depois,
como as amostras sao metiladas e cada dcido gordo € transformado no seu éster de
metil, é necessario através de factores de conversdo que se encontram tabelados,
reverter esta situacdo para se obter o resultado em dcidos gordos e ndo em ésteres
de metil.

Por fim obtemos as percentagens de cada dcido gordo individual e de gurdura
total.

Todas as equacdes necessdrias, encontram-se a seguir.
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3.4.2.1 Identificacao de AG

De acordo com o método descrito pela AOAC[44], a identificacdo de cada analito
faz-se com base na determinacdo do tempo de retengdo relativo (Tgg)
Tk,
Al (3.3)
T

C11:0)

Trr =

usando como referéncia o tempo de retencao do padrdo interno, neste caso o acido
undecandico (TR ¢, 1:O)) como correc¢do do tempo de retencdo obtido para um de-
terminado analito (7,).

3.4.2.2 Factor de resposta
O factor de resposta para cada um dos sinais instrumentais (Fr;) ¢ dado por

Psi _ Wen
Fri= —— x ZCI0 (3.4)
Psciio Wi

onde Ps; representa a drea do pico do 4dcido gordo individual, retirado do MIX,
Ps(dl:o) a area do pico do dcido undacanoico, Padrao interno (C11:0), W¢y10 a
sua concentracdo e W; representa a concentracdo de cada acido gordo individual.

3.4.2.3 Concentracao de cada AG

Antes de se obter a concentracdo de cada AG presente na mistura cilcula-se o
WramEi, concentracdo dos ésteres metilicos dos dcidos gordos, através da seguinte
equagio:

Pt; x WI(C“:()) x 1.0067

W, ;= 3.5
FAME Ptcr1.0) X Fri (3-5)

Onde Pr;corresponde a drea do pico do dcido gordo na amostra, Wi(cyy.g) @
concentracdo do Padrdo interno na amostra, 1.0067 € o factor de conversdao dos
ésteres metilados em acidos gordos, e Fr;o factor de resposta cdlculado anterior-
mente.

Agora para se obter a concentracdo de cada AG utiliza-se a seguinte equacao:

Wr, = Wramei X frai (3.6)

onde frg; representa o factor de conversao de cada éster metilado em dcido gordo(ta-
belado).
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3.4.24 Gordura total
Esta quantidade de gordura total é obtida através da soma de todos os dcidos

gordos (%TAG).

Wre,_) (3.7)

%TAG = (Zm

onde Wrg; é a soma das concentracdes obtidas para todos os dcidos gordos calcu-
lados em 3.6, e a massa diz respeito 4 quantidade pesada de amostra.

3.4.2.5 Estimativa da concentracao de cada AG

A estimativa da concentracdo de cada AG(W;) é dada por

Wi = WeamEi X frai (3.8)

onde: fFAi= fator de conversdo do éster metilado no 4cido gordo correspondente
em AG e Wramg;a concentragdo obtida em3.5.

3.4.2.6 Percentagem de AGS

Esta percentagem € obtida pela soma de todos os dcidos gordos saturados: Cy.q,
Ce.0, C8:07etc...

Z W;Saturados

%GorduraSaturada = ( x 100 3.9)

massa

onde W;Saturados sao os valores obtidos em3.8 s6 para os AG Saturados e
massa € a quantidade de amostra pesada.

3.4.2.7 Percentagem da AGMI e AGPI

Obtida pela soma dos 4cidos gordos monoinsaturados ou polisaturados presentes
na amostra

WM turad
%GorduraMonosaturada = (Z onoraura Os) x 100 (3.10)

massa

Z W;Polisaturada

%GorduraPolisaturada = ( ) x 100 (3.11)

massa
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nestas duas equagdes como na anterior, W;diz respeito aos valores obtidos na
equacao3.8 onde se utiliza os valores s6 dos AG Monosaturados ou polisaturados,
dividindo pelo valor da massa pesada da amostra.

Com estas equagdes obtem-se os valores necessarios para o estudo deste mé-
todo.



Capitulo 4

Resultados e discussao

Neste capitulo irdo ser apresentados os resultados obtidos mais relevantes para
a avaliacdo e validacdo do método de quantificacido e determinacdo do perfil de
gorduras em alimentos por GC-FID.

4.1 Validacao

Sao apresentados de seguida os resultados obtidos na valida¢do do método para
a quantificacdo da percentagem de gordura em amostras de alimentacdo humana,
bem como o perfil de dcidos gordos.

4.1.1 Avaliacio prévia

No sentido de avaliar o desempenho do método implementado na andlise de gor-
duras em alimentos foi utilizado um CRM (MIX), ver tabela (3.1). Deste modo
pode-se avaliar a calibragdo simultanea do método e a sua capacidade de quantifi-
cacdo na presenga de diversos analitos.

Este material certificado utilizado apresenta como maior vantagem o de ser
representativo de misturas de dcidos gordos que ocorrem naturalmente nos ali-
mentos. Além disso, esta amostra ja contém o padrdo interno (C11:0) e os valores
certificados no CRM correspondem aos teores de 4cidos esterificados, ndo sendo
necessdrio realizar o tratamento da amostra (metilacao dos grupos 4cidos).

Neste estudo preliminar de avaliacao da capacidade de quantificacio do mé-
todo descrito [44], foram efectuadas diferentes diluigcdes do MIX com isooctano
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de foram a obter as amostras a 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%,
20%, 10% e 5%.

Deste modo pretendeu-se explorar, de forma rapida e expedita, a capacidade
de quantificacdo em misturas reais contendo mais de 30 4cidos gordos distintos.

Sem pretender ser exaustivo mas apenas a titulo exemplificativo, nas figuras

(4.1) a (4.4) encontram-se representados apenas os cromatogramas obtidos para o
MIX nas dilui¢des de 100%, 50%, 10% e 5%.

400000

0.354 /
6.077 /

6.737f

300000

5.507 1

4819/

3917/
4
6.900 /

200000—

27611
74077

1.761 1

100000+

10,245 /
=T 4256 /
11001/

Figura 4.1: Cromatograma obtido da injec¢do do MIX ndo diluido (100%) utilizando o método
analitico de quantifica¢do por GC-FID.
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Figura 4.2: Cromatograma obtido da injec¢do do MIX diluido a 50% utilizando o método ana-
litico de quantificacdo por GC-FID.
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Figura 4.3: Cromatograma obtido da injec¢io do MIX diluido a 10% utilizando o método ana-
litico de quantificacdo por GC-FID.
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Figura 4.4: Cromatograma obtido da injecg@io do MIX diluido a 5% utilizando o método anali-
tico de quantificacdo por GC-FID.

Na tabela (4.1) encontram-se sistematizados os resultados directos obtidos em
termos de tempo de retengdo (7g,) e drea do sinal cromatografico (Pt;) de cada
analito detectado, identificados e devidamente rotulados (ID#).

Corrigindo os tempos de retencdo (Tg;) para os respectivos valores relativos
(Trr,), €9.(3.3), usando o 4dcido undecandico como padrdo interno e corrigindo o
sinal analitico para o seu valor relativo (Pt;/Ptc11.0), os valores foram sistemati-
zados na tabela (4.2).

Sendo este um caso de anélise multipla (andlise simultanea de diversos anali-
tos), no sentido de nao ser demasiado fastidioso foram representadas as dependén-
cias do sinal identificado (ID#) e integrado (valor relativo, Pt;/Ptc11.0) em relagdo
ao teor do respectivo analito (w, g/g), ver figuras (4.5) a (4.10).

Nao havendo uma informagdo muito detalhada sobre a repetibilidade do sinal
nos extremos da curva de calibrac@o para cada analito identificado, assumiu-se que
havia homogeneidade de erro experimental na gama analitica utilizada'. Assim
sendo as curvas de calibragdo foram directamente ajustadas utilizando a aproxi-

! Acreditamos que esta simplificacio possa estar correcta ji que a cromatografia GC-FID
caracteriza-se por apresentar excelentes respostas instrumentais numa vasta amplitude de con-
centragdes, 3 a 4 ordens de grandeza, sendo a gama testada inferior a 2 ordens de grandeza.




CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 67

magio do método de minimos quadrados para o caso homocedastico?.

Em termos da escolha do melhor modelo, a norma ISO 8466-1:1990 [35] su-
gere a tomada de decisdo entre os modelos Py e FPyi2 no sentido de verificar qual
o que melhor ajusta os valores experimentais.

Ao ajustar os valores referentes a cada um dos analitos em andlise, valores da
tabela (4.2), verificou-se que das 33 curvas de calibracdo apenas duas destas (ID#
2 e 23) apresentavam melhor ajuste com o polinémio de segundo grau®. Ainda
assim, no sentido de simplificar a andlise e quantificacdo o modelo mais simples
(Py1, p = 2) foi escolhido como modelo de calibracgao.

No sentido de melhorar as estimativas na quantificacdo, quer na exactidao quer
na precisdo [35, 1], foi realizada a avaliacdo de eventuais valores discrepantes
(outliers).

Em cada caso (ID#) foi feito o diagndstico prévio por regressao robusta [24]
tendo esta sido utilizada para obter uma listagem de valores a testar”.

A sequéncia de valores para testar sua rejeicdo foi posteriormente avaliada, de
modo sequencial, recorrendo ao teste de Mandel, comparando os resultados suces-
sivos entre os ajustes com (V) pontos em relagdo a (N — 1) valores, por supressao

do valor a testar.

20 ajuste considera a contribui¢io individual de cada valor experimental com a mesma rele-
vancia (método ndo ponderado).

3Por observacio mais detalhada destas duas curvas de calibragdo verifica-se que o encurva-
mento da resposta se deve quase que exclusivamente ao valor referente ao maior teor ji que este
que se apresenta ligeiramente abaixo do valor esperado por Fy;.

4dado que a regressdo robusta é muito insensivel a valores discrepantes (outliers) o ajuste
dos valores experimentais permite identificar uma listagem para teste de rejei¢do com base na
amplitude do erro encontrado (desvio do valor experimental em relacdo ao valor previsto pelo
modelo).
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Tabela 4.1: Valores obtidos referentes ao Tg, (min.) e sinal (Pf;) - reporte do valor médio e
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desvio padrao referente ao tempo de retencdo e dreas obtidas em func¢ao do teor do MIX utilizado.

ID# TR 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5
1 1.170 87795.4 104825.0 93676.1 80516.5 66900.6 34760.2 32663.6 27053.9 19203.1 9708.0 2392.8
2 1.759 185965.9 159941.9 142666.2 125081.4 106347.1 62143.8 77842.8 64716.0 45629.8 23908.4 6894.9
3 2.757 243128.3 196295.6 174568.4 153641.2 130773.3 78881.0 104505.3 86953.8 60952.3 31888.9 9411.9
4 3913 271590.7 218499.2 193926.6 170640.5 145442.7 87958.2 117339.9 97608.4 68129.7 35659.1 10776.5
5 4.397 136273.0 109215.3 97035.9 85261.4 72708.0 44178.1 58955.5 49067.1 34386.2 18114.7 5537.7
6 4.815 288671.4 230641.9 204846.5 180480.3 153835.1 93339.1 125185.3 104004.3 72484.9 37925.3 11484.7
7 5.178 142904.5 114237.0 101454.3 89310.6 76071.4 46216.0 61958.5 51559.8 36104.9 19004.5 5893.8
8 5.504 299736.3 239488.4 213470.3 187476.3 159843.9 97354.0 130534.8 108650.6 75742.6 39832.9 12404.6
9 5.621 147588.9 117805.4 105095.4 91975.3 78402.8 47950.2 63856.0 53962.8 37163.4 19755.9 6293.1
10 5.797 147217.0 117746.0 105079.7 92144.6 78409.6 47939.1 63801.3 54196.4 37388.3 19951.2 6501.2
11 5.908 144310.1 115626.1 103272.8 90572.5 77043.9 47022.2 62431.9 53939.1 36571.2 19566.5 6282.3
12 6.072 467649.8 369266.5 329572.5 290099.6 249335.8 153761.5 205962.1 172591.4 120235.3 64256.0 21492.0
13 6.151 144224.6 115512.4 103694.6 90632.5 77420.2 46903.6 62153.8 58006.7 36548.2 19966.6 6371.1
14 6.348 148738.2 118720.8 105957.7 92861.8 78888.5 47907.5 64130.3 54616.9 37226.1 19818.4 6270.7
15 6.435 150881.8 120395.2 107946.4 94084.3 79507.4 47587.1 64357.8 55481.0 37440.0 19808.6 6107.3
16 6.652 306220.5 242761.0 217369.4 191103.5 162371.4 99640.2 133164.4 112650.6 77464.0 41280.5 12984.1
17 6.732 464921.1 365988.0 326834.6 2872253 246624.4 152369.1 203788.2 170238.6 118610.2 63204.9 20933.7
19 6.897 292250.4 230145.8 204911.0 179839.7 153930.7 94294.3 127216.8 106592.4 74108.5 39360.1 12486.8
21 7.019 128816.5 103741.3 92520.7 80711.8 68588.6 418323 55709.2 47055.4 32634.3 17296.6 5363.0
22 7.149 127673.9 102608.4 91354.4 79867.3 67893.8 41578.6 55457.4 46586.2 32494.3 17287.4 5451.7
23 7.402 286306.6 239942.0 214589.4 189979.1 162320.3 99730.9 124076.4 103421.7 724433 38245.1 11831.4
24 7.512 147813.5 118048.3 104896.8 91529.8 77912.0 47905.5 63853.6 53509.9 37521.8 20002.1 6371.9
25 7.758 134390.8 107080.1 95198.6 83719.1 71497.6 43817.8 58306.2 48812.9 34396.9 18327.2 5468.0
26 7.893 126010.6 118802.2 106435.3 95564.0 83045.8 48963.6 53480.0 44927.5 30771.6 16268.0 4921.9
27 7918 127243.2 97168.9 87129.0 76729.2 64964.7 42236.0 56460.1 473375 33809.7 18229.0 5513.5
28 8.067 100093.8 79766.0 70915.3 62654.1 53900.6 33030.1 43628.2 36721.2 25767.4 13758.9 4293.0
29 8.135 124532.8 98663.3 87836.9 77505.1 66129.1 40668.9 54285.1 45641.3 31825.0 17035.8 5283.3
30 8.503 333042.7 324030.4 294279.0 265955.0 230556.8 143457.4 143981.1 120323.4 844142 44465.7 13719.7
32 8.680 149480.1 117342.3 104840.2 92160.6 82258.8 48822.1 64240.5 54396.6 38317.4 20146.6 6212.4
33 9.069 136088.7 108441.5 97027.9 85287.2 72819.6 44820.1 59495.8 49795.8 35101.2 18724.2 5856.4
34 9.265 92831.3 112018.0 103642.0 95891.0 83981.8 53127.3 40710.8 34117.0 24050.3 12809.4 4047.4
35 10.245 158721.3 224529.0 209912.5 196725.0 1734279 110075.4 69306.6 58124.6 40956.3 21808.6 6743.7
36 10.529 151685.9 120076.6 106108.8 93405.3 79021.1 48501.2 64883.7 54532.9 38048.8 203125 6314.2
37 10.595 86842.0 69940.3 63104.0 55607.8 48413.2 29769.9 39598.2 33161.9 23444.1 12449.8 39153

ID#: (1) butirico, (2) caprdico, (3) caprilico, (4) caprico, (5) undecandico, (6) laurico, (7) tridecandico, (8) miristico, (9)

miristoleico, (10) pentadecandico, (11) cis-10-pentadecendico, (12) palmitico, (13) palmitoleico, (14) margérico, (15) mar-

garoleico, (16) estedrico, (17) oleico, (19) linoleico, (21) gama-linolénico, (22) linolénico, (23) araquidico, (24) gadoleico,

(25) heneicosanoico, (26) cis-11,14-eicosadiendico, (27) cis-8,11,14-eicosatriendico, (28) cis-11,14,17-eicosatriendico,

(29) araquidonico, (30) EPA, (32) tricosanoico, (33) ertcico, (34) cis-13,16-docosadiendico, (35) linhocérico, (36) DHA e

(37) nervonico
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Tabela 4.2: Valores corrigidos referentes ao Tgg € sinal (Pt;/Ptc11.0)com base no PI (C11:0) -

reporte de valores minimo, mdximo e desvio relativo em TRR, e areas corrigidas em func¢éo do
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teor do MIX.
ID# TrRi Trrf %RE 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5
1 0.2657 0.2666 0.34 1.0644 0.8638 0.7723 0.6610 0.5521 0.3934 0.2216 0.1654 0.1117 0.0536 0.0216
2 0.3998 0.4006 0.19 1.3647 1.3180 1.1762 1.0269 0.8776 0.7033 0.5281 0.3957 0.2654 0.1320 0.0623
3 0.6266 0.6276 0.17 1.7841 1.6176 1.4392 1.2614 1.0792 0.8928 0.7090 0.5316 0.3545 0.1760 0.0850
4 0.8897 0.8904 0.09 1.9930 1.8006 1.5988 1.4010 1.2002 0.9955 0.7961 0.5968 0.3963 0.1969 0.0973
6 1.0949 1.0956 0.07 2.1183 1.9006 1.6888 1.4818 1.2695 1.0564 0.8494 0.6359 0.4216 0.2094 0.1037
7 1.1774 1.1783 0.07 1.0487 0.9414 0.8364 0.7332 0.6278 0.5231 0.4204 0.3152 0.2100 0.1049 0.0532
8 1.2514 1.2523 0.07 2.1995 1.9735 1.7599 1.5392 1.3191 1.1018 0.8856 0.6643 0.4405 0.2199 0.1120
9 1.2782 1.2791 0.08 1.0830 0.9708 0.8664 0.7551 0.6470 0.5427 0.4332 0.3299 0.2162 0.1091 0.0568
10 1.3182 1.3192 0.08 1.0803 0.9703 0.8663 0.7565 0.6471 0.5426 0.4329 0.3314 0.2175 0.1101 0.0587
11 1.3434 1.3445 0.08 1.0590 0.9528 0.8514 0.7436 0.6358 0.5322 0.4236 0.3298 0.2127 0.1080 0.0567
12 1.3803 1.3818 0.11 3.4317 3.0430 27171 2.3817 2.0576 1.7402 1.3974 1.0552 0.6993 0.3547 0.1941
13 1.3985 1.3998 0.09 1.0584 0.9519 0.8549 0.7441 0.6389 0.5308 0.4217 0.3547 0.2126 0.1102 0.0575
14 1.4435 1.4449 0.10 1.0915 0.9783 0.8736 0.7624 0.6510 0.5422 0.4351 0.3339 0.2165 0.1094 0.0566
15 1.4631 1.4647 0.11 1.1072 0.9921 0.8900 0.7724 0.6561 0.5386 0.4367 0.3392 0.2178 0.1094 0.0551
16 1.5121 1.5139 0.12 2.2471 2.0005 1.7921 1.5690 1.3399 1.1277 0.9035 0.6888 0.4506 0.2279 0.1172
17 1.5300 1.5319 0.12 34117 3.0160 2.6945 2.3581 2.0352 1.7245 1.3827 1.0409 0.6899 0.3489 0.1890
19 1.5678 1.5692 0.09 2.1446 1.8965 1.6894 1.4765 1.2703 1.0672 0.8631 0.6517 0.4310 0.2173 0.1127
21 1.5960 1.5972 0.08 0.9453 0.8549 0.7628 0.6626 0.5660 0.4735 0.3780 0.2877 0.1898 0.0955 0.0484
22 1.6253 1.6268 0.09 0.9369 0.8456 0.7532 0.6557 0.5603 0.4706 0.3763 0.2848 0.1890 0.0954 0.0492
23 1.6820 1.6842 0.13 2.1010 1.9773 1.7692 1.5597 1.3395 1.1287 0.8418 0.6323 04214 0.2111 0.1068
24 1.7077 1.7095 0.10 1.0847 0.9728 0.8648 0.7515 0.6429 0.5422 0.4332 0.3272 0.2182 0.1104 0.0575
25 1.7636 1.7653 0.09 0.9862 0.8824 0.7849 0.6873 0.5900 0.4959 0.3956 0.2984 0.2001 0.1012 0.0494
26 1.7937 1.7961 0.14 0.9247 0.9790 0.8775 0.7846 0.6853 0.5542 0.3628 0.2747 0.1790 0.0898 0.0444
27 1.8003 1.8015 0.07 0.9337 0.8007 0.7183 0.6300 0.5361 0.4780 0.3831 0.2894 0.1966 0.1006 0.0498
28 1.8337 1.8356 0.10 0.7345 0.6573 0.5847 0.5144 0.4448 0.3738 0.2960 0.2245 0.1499 0.0760 0.0388
29 1.8494 1.8511 0.09 0.9138 0.8130 0.7242 0.6363 0.5457 0.4603 0.3683 0.2791 0.1851 0.0940 0.0477
30 1.9318 1.9357 0.20 2.4439 2.6702 2.4261 2.1835 1.9026 1.6236 0.9769 0.7357 0.4910 0.2455 0.1239
32 1.9722 1.9752 0.15 1.0969 0.9670 0.8643 0.7566 0.6788 0.5526 0.4359 0.3326 0.2229 0.1112 0.0561
33 2.0612 2.0639 0.13 0.9986 0.8936 0.7999 0.7002 0.6009 0.5073 0.4037 0.3045 0.2042 0.1034 0.0529
34 2.1056 2.1093 0.18 0.6812 0.9231 0.8545 0.7873 0.6930 0.6013 0.2762 0.2086 0.1399 0.0707 0.0365
35 2.3253 2.3330 0.33 1.1647 1.8503 1.7306 1.6151 1.4312 1.2458 0.4702 0.3554 0.2382 0.1204 0.0609
36 2.3908 2.3965 0.24 1.1131 0.9895 0.8748 0.7669 0.6521 0.5489 0.4402 0.3334 0.2213 0.1121 0.0570
37 2.4086 24118 0.14 0.6373 0.5764 0.5203 0.4565 0.3995 0.3369 0.2687 0.2028 0.1364 0.0687 0.0354

ID#: (1) butirico, (2) caproico, (3) caprilico, (4) céprico, (6) laurico, (7) tridecandico, (8) miristico, (9) miristoleico,
(10) pentadecandico, (11) cis-10-pentadecendico, (12) palmitico, (13) palmitoleico, (14) margdrico, (15) margaroleico,
(16) estedrico, (17) oleico, (19) linoleico, (21) gama-linolénico, (22) linolénico, (23) araquidico, (24) gadoleico, (25)
heneicosanoico, (26) cis-11,14-eicosadiendico, (27) cis-8,11,14-eicosatriendico, (28) cis-11,14,17-eicosatriendico, (29)

araquidonico, (30) EPA, (32) tricosanoico, (33) ertcico, (34) cis-13,16-docosadiendico, (35) linhocérico, (36) DHA e (37)

nervénico.
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Figura 4.5: Curvas de calibragdo obtidas com o MIX: drea integrada obtida para cada analito

identificado (Ps) em funcdo do respectivo teor (%W, g/g) referente aos dcidos (1) butirico, (2)

caproico, (3) caprilico, (4) cdprico, (6) laurico e (7) tridecandico.
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Figura 4.6: Curvas de calibragdo obtidas com o MIX: drea integrada obtida para cada analito

identificado (Ps) em funcdo do respectivo teor (%W, g/g)

referente aos acidos (8) miristico, (9)

miristoleico, (10) pentadecandico, (11) cis-10-pentadecendico, (12) palmitico e (13) palmitoleico.
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Figura 4.7: Curvas de calibragdo obtidas com o MIX: drea integrada obtida para cada analito

identificado (Ps) em fung¢do do respectivo teor (%W, g/g) referente aos dcidos (14) margérico, (15)

margaroleico, (16) estedrico, (17) oleico, (19) linoleico e (21)7-linolénico.
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Figura 4.8: Curvas de calibragdo obtidas com o MIX: 4rea integrada obtida para cada ana-

lito identificado (Ps) em funcdo do respectivo teor (%W, g/g) referente aos dcidos (22) linolé-

nico, (23) araquidico, (24) gadoleico, (25) heneicosanoico, (26) cis-11,14-eicosadiendico e (27)

cis-8,11,14-eicosatriendico.
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Figura 4.9: Curvas de calibragio obtidas com o MIX: 4rea integrada obtida para cada
analito identificado (Ps) em fun¢do do respectivo teor (%W, g/g) referente aos 4cidos (28)
cis-11,14,17-eicosatriendico, (29) araquidénico, (30) EPA, (32) tricosanoico, (33) ertcico e (34)
cis-13,16-docosadiendico.
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Figura 4.10: Curvas de calibragio obtidas com o MIX: drea integrada obtida para cada analito
identificado (Ps) em funcdo do respectivo teor (%W, g/g) referente aos dcidos (35) linhocérico,
(36) DHA e (37) nervonico.

O teste de Mandel apenas evidenciou alguma dificuldade na avaliacido do valor
extremo superior (Xy) nas curvas de calibracdo previamente identificadas (ID# 2
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e 23). Contudo este teste ndo foi conclusivo quanto a rejeicdo desses valores
(0.01 < p[Hp] < 0.05). Como tal os valores questiondveis foram mantidos.

Das figuras (4.5) a (4.10) € patente que hd uma tendéncia para que as rectas de
calibracdo se sobreponham mas, em alguns casos, essa disparidade € obviamente
notoria.

Sabe-se que o detector de 1onizacdo em chama (FID) é um detector genérico
- € sensivel a quantidade de ides produzidos na chama enquanto a matéria orga-
nica arde. Este tipo de detector é especialmente sensivel a presenca de elementos
electronegativos (ex: azoto, oxigénio, flior) quando presentes na composi¢ao do
analito.

Como tal, esperar-se-ia obter uma sensibilidade similar com todos os com-
postos aqui estudados uma vez que este conjunto de analitos possui em comum
a presenca de um grupo acido carboxilico (-COOH) diferindo apenas na cadeia
carbonada (tanto no tamanho como na sua saturagao).

Importa agora tentar determinar e explicar as discrepancias patentes e tentar
racionalizar esse facto com o base no tipo de composto em causa.

Na tabela (4.3) apresenta-se, de uma forma compacta e sistematizada, algumas
das caracteristicas mais relevantes relacionadas com o ajuste dos valores experi-
mentais com o modelo Py;.

Desta tabela verifica-se que a qualidade do ajuste € boa quando comparada
com o valor do sinal no centro da curva de calibracio - o erro relativo médio
(%RSE) € de 0.4% sendo os valores extremos 0.1% e 3.9%. Os valores mais altos
obtidos referem-se aos analitos ID# 1 (3.9%), ID# 26 (1.8%) e ID# 30 (1.6%).

Observando agora o significado estatistico do termo independente (by) do mo-
delo de calibragdo usado (P ), da tabela (4.3) € também patente que o erro relativo
associado a esta estimativa (%RSE(By)) ¢ bastante elevado - a estimativa média
deste erro € de 56.9%, oscilando entre 27.4% e 3002.1%. Em termos préticos isto
revela que o termo “ordenada na origem” do polinémio de primeiro grau nao tem
grande significado estatistico sendo por isso prescindivel do modelo. Este facto
estd de acordo com o tipo de detector utilizado revelando ainda que a “corrente de
fundo”, relacionada com o sinal instrumental ndo especifico, ndo € significativa -
ndo existe erro sistematico constante no sinal medido.

Ainda assim, em conformidade com a norma ISO 8466-1:1990 [35] para a
calibragcdo com modelo linear, o modelo Py; foi preservado.

A tabela (4.4) sistematiza alguns dos parametros de calibracdo mais relacio-
nados com a quantificacido dos diversos analitos.
De um modo geral verifica-se que a sensibilidade na quantificagdo € um para-
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metro com bastante rigor analitico - a sua incerteza relativa (%RSE) média € de
0.4%, variando entre os valore extremos de 0.1% a 4.7%.

Comparando agora os valores da sensibilidade (b;) obtidos, verifica-se que
existem diversos AG com sensibilidades muito proximas do valor obtido como
mediana (52.9), nomeadamente: (4) cdprico, (6) laurico, (7) Tridecandico, (8)
miristico, (9) miristoleico, (10) pentadecandico, (11) cis-10-pentadecendico, (12)
palmitico, (13) palmitoleico, (14) margarico, (15) margaroleico e (16) estedrico.

Ja os valores mais elevados correspondem aos AG (17) oleico (167.8), (30)
EPA (155.0), (23) araquidico (109.0) e (19) linoleico (105.6).
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Tabela 4.3: Compilacao de resultados obtidos da andlise das curvas de calibragao.

AG ID# | Corr TV  pHy SS Ofir bo o(by) %RSE  pHy
Butirico 1 | 099033 021 0839 | 002279 0.0503 | -0.0953 0.0290 305  0.009
Capréico 2 | 099935 0.05 0958 | 0.00308 0.0185 | -0.0334 0.0107 319  0.012
Caprilico 3 | 099996 001 0990 | 0.00025 0.0053 | -0.0052 0.0031 586  0.122
Ciprico 4 099999 001 0996 | 0.00006 0.0025 | -0.0031 0.0015 463  0.059
Léurico 6 | 099999 0.01 0996 | 0.00005 0.0024 | -0.0010 0.0014 1450  0.508
Tridecandico 7 | 1.00000 0.00 0.997 | 0.00001 0.0010 | 0.0008 0.006 749 0214
Miristico 8 | 099999 001 0996 | 0.00007 0.0028 | 0.0032 00016 506  0.080
Miristoleico 9 | 099998 0.01 0993 | 0.00004 00022 | 00023 00013 569  0.113
Pentadecan6ico 10 | 099998 0.01 0993 | 0.00004 0.0022 | 0.0041 0.0013 304  0.009
cis-10- Pentadecendico 11 | 099995 0.01 0989 | 0.00011 0.0035 | 0.0043 00020 46.6  0.061
Palmitico 12 | 099988 0.02 0982 | 0.00279 00176 | 0.0298 00102 340  0.017
Palmitoleico 13 | 099952 0.05 0964 | 000111 00111 | 0.0096 0.0064 663  0.166
Margérico 14 | 099997 001 0991 | 0.00008 0.0030 | 0.0012 00017 1456 0.510
Margaroleico 15 | 099986  0.02 0981 | 0.00036 0.0063 | -0.0024 00036 1499  0.522
Estedrico 16 | 099995 0.02 0988 | 0.00053 0.0077 | 0.0086 00044 516  0.085
Oleico 17 | 099986 0.02 0981 | 0.00327 00191 | 0.0239 00110 459  0.057
Linoleico 19 | 099988 0.02 0982 | 0.00116 00113 | 0.0088 0.0065 741  0.210
gama-Linolénico 21 | 099997 0.1 0992 | 0.00005 0.0024 | 0.0008 00014 1609  0.550
Linolénico 22 | 099999 001 0994 | 0.00003 0.0017 | 0.0022 00010 438  0.048
Araquidico 23 | 099876 007 0942 | 001238 0.0371 | -0.0007 0.0214 3002.1 0.974
Gadoleico 24 | 099996 0.01 0.990 | 0.00009 0.0032 | 0.0023 0.0018 81.0  0.248
Heneicosanoico 25 | 0.99998 0.01 0992 | 0.00004 0.0022 | 0.0030 0.0013 430  0.045
cis-11,14-Eicosadiendico 26 | 099621 0.13 0.899 | 0.01002 0.0334 | -0.0296 0.0193 651  0.159
cis-8,11,14-Eicosatrienico 27 | 099883 0.07 0.944 | 0.00198 0.0148 | 0.0139 0.0085 617  0.139
cis-11,14,17-Eicosatriendico 28 | 0.99994  0.02  0.988 | 0.00006 0.0026 | 0.0045 0.0015 339  0.016
Araquidénico 29 | 099994 0.02 0987 | 0.00010 0.0034 | 0.0047 0.0020 414  0.039
EPA 30 | 099736 0.11 0916 | 0.05364 0.0772 | -0.0843  0.0445 529  0.091
Tricosanoico 32 | 099961 0.04 0967 | 0.00097 0.0104 | 0.0059 00060 101.1  0.349
Eriicico 33 | 099997 0.01 0991 | 0.00007 0.0027 | 0.0057 00016 274  0.005
cis-13-16-Docosadiendico 34 | 099768 0.10 0921 | 0.00242 0.0164 | 0.0033 0.0095 2869  0.735
Linhocérico 35 | 099933 0.06 0.957 | 0.00200 0.0149 | 0.0027 0.0086 3154  0.758
DHA 36 | 0.99989 0.02 0982 | 0.00029 0.0057 | 0.0002 0.033 20792 0.968
Nervénico 37 | 099959 0.04 0967 | 0.00035 0.0062 | 0.0104 00036 345  0.018

ID# - identificador; Corr - coeficiente de correlacdo de Pearson; TV - valor de teste para (Corr =

D);
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Tabela 4.4: Compilacao de resultados obtidos da andlise das curvas de calibragao.

AG ID# | b o(b)) %RSE | Xip X1 Xy Vx %BCVy
Butirico 1 | 2626 123 47 | 00065 00087 0964 | 0.00192  0.44
Capréico 2 | 3747 045 1.2 | 00027 00043 1465 | 0.00049  0.07
Caprilico 3 | 4499 013 03 | 0.0005 00014 1784 | 0.00012  0.01
Céprico 4 | 5003  0.06 0.1 | 00002 00006 1993 | 0.00005 0.0l
Léurico 6 | 5291 006 0.1 | 00002 00005 2118 | 0.00005  0.00
Tridecandico 7 | 5231 005 0.1 | 00001 00002 1.049 | 0.00002  0.00
Miristico 8 | 5487 007 01 | 00001 00005 2200 | 0.00005  0.00
Miristoleico 9 | 5392 0.1 02 | 00001 0.0004 1083 | 0.00004 0.1
Pentadecan6ico 10 | 5377 011 02 | 00001 0.0004 1080 | 0.00004 0.1
cis-10- Pentadecendico 1| 5277 017 03 | 00002 0.0006 1.059 | 0.00007 0.0l
Palmitico 12 | 5629 029 05 | 00006 00029 3.432 | 0.00031  0.02
Palmitoleico 13 | 5252 0.54 1.0 | 00006 00021 1.058 | 0.00021  0.04
Margérico 14 | 5439 014 03 | 00002 00006 1091 | 0.00005  0.01
Margaroleico 15 | 5533 031 0.6 | 00005 00013 1.107 | 0.00011  0.02
Estedrico 16 | 5572 0.19 03 | 0.0004 00014 2247 | 0.00014  0.01
Oleico 17 | 16782 093 06 | 00003 00011 3412 | 000011 0.0l
Linoleico 19 | 10561 055 05 | 00003 00011 2145 | 000011 0.1
gama-Linolénico 21 | 2367  0.06 02 | 00003 00011 0945 | 0.00010  0.02
Linolénico 22 | 4678  0.08 02 | 0.0001 0.004 0937 | 0.00004  0.01
Araquidico 23 | 10898  1.81 1.7 | 00013 00037 2.101 | 0.00034  0.03
Gadoleico 24 | 5388  0.15 03 | 00002 00006 1.085 | 0.00006 0.0l
Heneicosanoico 25 | 49.00 0.1 02 | 00001 0.0004 098 | 0.00005 0.0l
cis-11,14-Eicosadiendico 26 | 5589  1.63 29 | 00027 00041 1.047 | 0.00060 0.1
cis-8,11,14-Eicosatriendico 27 | 2236  0.36 1.6 | 0.0018 0.0037 0934 | 0.00066 0.14
cis-11,14,17-Eicosatrienico 28 | 3645  0.13 04 | 00001 00007 0735 | 0.00007  0.02
Araquidénico 29 | 4518 017 04 | 00002 00007 0914 | 0.00008  0.02
EPA 30 | 15504 376 24 | 00024 00060 2944 | 0.00050  0.03
Tricosanoico 32 | 5414 051 09 | 00006 00020 1.097 | 0.00019  0.03
Eriicico 33 | 4960  0.13 03 | 0.0001 0.0005 0999 | 0.00005 0.0l
cis-13-16-Docosadiendico 34 | 1758 040 23 | 00022 00059 0681 | 0.00093 026
Linhocérico 35 | 5936 073 1.2 | 00009 00027 1.165 | 0.00025  0.04
DHA 36 | 5502 028 05 | 00004 00011 1113 | 0.00010  0.02
Nervénico 37 | 3175 030 1.0 | 0.0004 00018 0.637 | 0.00020  0.06
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Em contrapartida os menores valores de sensibilidade foram obtidos com (34)
cis-13,16-docosadiendico (17.6), (27) cis-8,11,14-eicosatriendico (22.4), (21) y-linolénico
(23.7) e (1) butirico (26.3).

Curiosamente, se se tomar em linha de conta o valor da mediana (~53) com
correspondendo a 100%, o valor mais baixo (~18) representa cerca de 1/3 desse
valor e o valor mais alto (~168) representa o triplo do valor de referéncia.

Para melhor se evidenciar esta diferenca nas sensibilidades, na figura (4.11)
encontram-se representadas as estimativas obtidas com os respectivos intervalos
de confianca estimados ao nivel de confianga de 95%.

180

160 — / —

120 — | \

80

|’ (-
o | R, ,,J \\ /{ \ ! /1 A
Y Y \/ )

20

Figura 4.11: Representacio da sensibilidade na detecgdo dos diferentes AG (b;) sob a forma
de barras de erro, estimadas ao nivel de confiangca de 95%, em funcdo do indice identificador da
espécie (ID#). A linha horizontal assinala o valor da mediana (52.91) dos valores de sensibilidade

obtidos.

A figura (4.11) confirma o que foi anteriormente dito sobre a uniformidade e
discrepancia de valores estimados para a sensibilidade das curvas de calibragao.

Importa agora tentar racionalizar o fendmeno dos extremos de valores obtidos.
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Comparando os resultados obtidos com as respectivas formulas moleculares,
ver tabelas (2.1) e (3.1), apenas se evidencia que, de um modo geral, os maiores
valores de sensibilidade estdo relacionados com AG de cadeia longa (C18 e C20)
com diferentes tendéncia para poucas ligacdes duplas; ja os de menor sensibili-
dade parecem estar relacionados com estruturas também de cadeia longa (C18 a
C22) mas mais insaturados. A avaliar pela proximidade do valor de cadeia curta
(4cido butirico, C4:0), este estranho fendmeno pode eventualmente estar relacio-
nado com o mecanismo de degradacdo térmica deste grupo de compostos de baixa
enquanto sdo oxidados por combustao.

Atendendo ainda a figura (4.11), verifica-se que os AG de cadeia curta (C4, C6
e C8) apresentam sensibilidades baixas que vao progressivamente crescendo até
atingir um valor aproximado da média (com o C10) o que nos sugere que, no caso
dos AG com baixa sensibilidade a carbonada possa fragmentar-se dando origem
a fragmentos de hidrocarbonetos de cadeia curta contendo heterodtomos, sendo
estes os responsaveis pela deteccdo com baixa sensibilidade.

Ja os valores mais elevados podem estar relacionados com o facto de os AG
de cadeia mais longa e poliinsaturados consigam preservar e estabilizar a sua es-
trutura durante o decurso da combustao.

Vejamos agora, ao nivel da validacdo, o que se consegue demonstrar sobre este
método GC-FID para a quantificacdo de AG com base no uso do CRM (MIX).

4.1.1.1 Selectividade

De um modo geral o coeficiente de correlagdo obtido (pxy) € elevado - o valor
médio € da ordem de 0.99994 sendo os valores extremos 0.990327 e 0.999996.
Ainda assim, para garantir que esta correlacio € de facto eficaz e obter desse modo
a confirmac¢do de que o sinal se deve ao analito em causa, foi realizado um teste
t-student para a correlagdo assumindo como hipétese nula a correlacdo unitaria
(Ho: |pxy|=D.

Ainda da tabela (4.3) verifica-se que os valores calculados (T'V, eq.(3.2)) se
situam entre 0.00 e 0.21 o que se traduz por uma elevada probabilidade da hipotese
nula ser verdadeira (p [Hp)), situada entre 83.9 € 99.7% de probabilidade.

Atendendo ainda as restantes caracteristicas instrumentais reveladas neste es-
tudo com o MIX, fica demonstrado que o sinal obtido ndo sé estd intimamente
relacionado com cada um dos analitos em particular bem como, neste tipo de
amostra complexa, a resolucado instrumental dos sinais € suficientemente boa para
garantir e permitir quantificar cada um dos analitos individualmente sendo inequi-
voca a sua identificacdo com base nos tempos de retencdo relativos (Tgg).
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4.1.1.2 Sensibilidade

A sensibilidade traduz a apeténcia do método analitico para reagir a incrementos
de concentragdo através da geracdo de uma resposta directamente proporcional,
eq.(2.36).

Como ja foi previamente avaliado, a detec¢do com FID deste tipo de compos-
tos € facil e rigorosa - os valores estimados com base na modela¢do com polindmio
de primeiro grau (Fy;) sdo muito precisos, apresentando boa fiabilidade estatistica
na gama de concentracao testada.

Verificou-se também que o sistema de detec¢do utilizado € genérico (permite
detectar o grupo de compostos submetido a andlise) e as respectivas sensibilida-
des tendem para um valor comum muito préximo. Contudo existem alguns casos
extremos (4 valores maximos e 6 minimos) que fogem a esta regra.

4.1.1.3 Limiares analiticos

Nao sendo possivel avaliar a deteccdo e a quantificacdo com amostras em branco
e também nao sendo estatisticamente fidvel a estimativa da ordenada na origem
(bp) do modelo utilizado na calibracdo (Fy;), ver tabela (4.3), teve-se que estimar
os limiares analiticos com base na estimativa de erro do modelo, equagdes (2.37)
e (2.38).

Os valores obtidos para os respectivos limites de deteccdo (Xzp) e limites de
quantificagdo (Xzp) referentes a cada um dos analitos testados encontram-se sis-
tematizados na tabela (4.4).

De uma forma genérica, em termos de deteccao os valores encontrados apre-
sentam uma média de 0.0003 (g/g), oscilando entre 0.0001 (g/g) até 0.0065 (g/g).
Ja a quantificagdo aponta para valores da ordem de 0.0011 (g/g), variando entre
0.0002 (g/g) e 0.0087 (g/g).

4.1.1.4 Gama analitica

Com base na amostra mista utilizada (MIX) ficou demonstrado que a gama anali-
tica testada (variando quase duas ordens de grandeza no teor de cada componente
da mistura, desde 5% a 100%) € linear em toda a sua amplitude testada e pode ser
modelada através de um polindmio de primeiro grau (Fy;).

Confrontando o valor do limite de quantificagcdo com os valores respectivos
dos padrdes testados de menor concentragdo, apenas se detecta algumas anoma-
lias no caso da quantificacdo do acido butirico (ID# = 1) j4 que os dois primei-
ros padrdes (X;= 0.002 e X>= 0.004) se situam a baixo do limite de deteccdao
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(X1.p=0.0065) devendo por isso a gama analitica apenas ser considerada a partir do
terceiro padrao testado (X3= 0.008) - apesar deste valor ser ligeiramente inferior
ao limite de quantifica¢do encontrado (X;p= 0.0107), a norma ISO 8466-1:1990
[35] considera esta situacdo aceitdvel dado que o padrao seguinte (X4=0.012) ja
apresenta um valor bem acima do limite de quantificagdo estimado.

Pensamos que esta anomalia esteja relacionada com a dificuldade previamente
encontrada quanto a escolha do melhor modelo de calibragdo para este padrao -
devido a um desvio mais significativo no valor obtido para o padrdo de maior
teor (Xy) o erro do ajuste do modelo de calibragdo € inflacionado tendo como
consequéncia este aumento dos limiares analiticos.

De um modo geral pode-se dizer entdo que, com base nos padrdes utilizados,
a gama analitica situa-se entre o limite de quantificagao estimado (Xzp) € o tltimo
padrdo testado (Xy).

4.1.1.5 Precisao

Com base na norma ISO 8466-1:1990 [35] foi estimada a incerteza média do
método em termos absolutos (Vx, €q.(2.39)) e relativos (%CVy, eq.(2.40)) sendo
estes Ultimos mais vantajosos para permitir a comparagdo de estimativas entre
métodos.

Na tabela (4.4) encontra-se os valores obtidos para a imprecisdo relativa es-
perada para a quantificacdo de cada analito - os valores obtidos apontam para um
valor médio de imprecisdo relativa da ordem de 0.02%, variando entre os extre-
mos 0.00% e 0.44%, sendo o piro valor obtido no caso ID# = 1, que j4 se tinha
revelado como algo problemético.

Destes valores se conclui que a quantificacdo é muito rigorosa atingindo valo-
res de imprecisdo inferiores a 0.5%, evidenciando que esta quantificacao é muito
eficiente’.

Ja numa segunda abordagem para a estimativa da precisdo forma efectuadas
oito injecdes consecutivas de uma solug¢do contendo a mesma amostra e da solucao
padrio, em condicdes de repetibilidade®. A repetibilidade foi avaliada através da

>Um método analitico diz-se tanto mais eficiente quento menor for a estimativa da incerteza
relacionada com a quantificagdo do analito

As solugdes que continham a amostra foram preparadas segundo o método em estudo da
AOAC descrito no capitulo 3. Fez-se uma correcio das dreas obtidas da amostra em estudo pelas
injeccdes no GC, com a drea obtida correspondente a do padrdo interno utilizado, o dcido unde-
candico. Efectuaram-se os cédlculos através das equagdes 3.4 e 3.5, de onde se obteve o valor da
concentracdo para cada AG na amostra em estudo. Através destas concentragdes pode-se avaliar
a repetibilidade do método. Tanto a prepara¢do da amostra como as inje¢des foram efectuadas no
mesmo dia, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento e sob as mesmas condi¢des cromato-
gréficas.
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andlise do coeficiente de variacdo de um conjunto de réplicas consecutivas da
mesma amostra (%CV, eq.(2.41)).
Os resultados obtidos encontram-se sistematizados na tabela 4.5.

Tabela 4.5: Resultados obtidos para a concentragdo e o respectivo coeficiente de variagdo para

os AG representados no Padrao e na amostra.

Padrao Amostra
AG Teor (mg/ml) CV(%) | Teor (mg/ml) CV(%)
Palmitico 0.029 (0.0291) 0.10 0.01 (0.0016 ) 0.33
Palmitoleico | 0.010 (0.0006) 0.06 0.05 (0.0226) 0.44
Linolénico | 0.010 (0.0003) 0.03 0.02 (0.0232) 1.29
EPA 0.009 (0.0030) 0.30 0.02 (0.0105) 0.53
DHA 0.009 (0.0013) 0.14 0.02 (0.0074) 0.39

Através desta estimativa de imprecisdo, pode-se concluir que o método € pre-
ciso em termos de repetibilidade se este for inferior a 0.1%.

Através dos sinais obtidos pelo método GC-FID, pode-se entdo calcular o CV,
pelo quociente entre o desvio padrdo e a média das concentragdes obtidas para
cada um dos é4cidos gordos.

Pela andlise da tabela e dos respectivos coeficientes de variacao, pode-se con-
cluir que o método em termos de repetibilidade esté validado para todos os dcidos
gordos aqui representados, menos para o linolénico obtido na amostra. Isto por-
que este apresenta um coeficiente de repetibilidade maior que 1,0%. Para todos
os outros o método € preciso quer no padrdo, quer na amostra.

4.1.1.6 Exactidao

Tratando-se o MIX de um material certificado (CRM), este permite avaliar direc-
tamente a exactidio do método por via da validagdo externa sem ter necessidade
de participar num ensaio interlaboratorial o que € extremamente vantajoso aten-
dendo aos custos envolvidos e tempo despendido nessa actividade.

Assim sendo, duas abordagens forma utilizadas: a avaliacdo do MIX por re-
amostragem, utilizando estimativas por interpolacdo sobre os valores da curva de
calibracdo e a avaliagdo com base em testes de recuperacao.

Estimativa por reamostragem
Foi utilizado o método de “‘jakknife” (também conhecido por “Leave-one-out’)[45].
O procedimento foi por realizacdo iterativa.
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Para cada curva de calibracio existem 11 valores de padrdes - desde o mais
baixo (X7) ao mais alto (Xj1).

Para poder utilizar a calibragdo como método de estimativa por interpolacao,
foi retirado 1 dos pontos do interior da curva de calibragdo (valores X> a Xj¢) e foi
ajustado o modelo de calibragdo (Py).

De seguida, usando a informacao do sinal do valor removido (y;) foi estimada
a concentracdo do padrdo (£;). A inexactiddo foi entdo avaliada com base no erro
relativo

GRE — 100 x = %)

4.1)

Xi
onde x; € o valor nominal (reportado pelo certificado do CRM) da concentracao
desse padrao.

Na tabela(4.6) faz-se um resumo sistematizado dos resultados encontrados.
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AG ID | RE; REz RE;, REs REs RE; REy REy RE\p | Min Max
Butirico 1 1.5 33 2.9 2.7 -19 46 -13 -15 48 -46 48
Caproico 2 0.2 0.9 1.1 1.3 -7 -13  -16 -03 14 -1.7 14
Caprilico 3 0.2 0.3 0.5 0.4 -02 -08 -06 -0.1 0.7 -0.8 0.7
Cdprico 4 0.1 0.1 0.2 0.2 -02 -02 -01 -02 -0.1 -0.2 02
Laurico 6 02 -02 0.1 0.0 -0.1 04 0.3 02 -0.6 -06 04
Tridecanéico 7 -0.1  -0.1 0.0 -0.1  -0.1 03 0.2 0.0 -0.4 -04 03
Miristico 8 -02 0.1 0.0 -0.1 0.1 0.5 0.4 -04  -13 -1.3 05
Miristoleico 9 -02 02 -03  -04 02 -0.1 1.3 -0.8  -1.0 -1.0 13
Pentadecandico 10 | -02 02 0.0 -04 0.1 -03 14 -0.8  -14 -14 14
cis-10-Pentadecendico 11 ] -02 03 0.1 -03 00 -0.7 28 -1.3 -1.8 -1.8 28
Palmitico 12 | -09 -05 -05 0.1 1.3 1.2 1.2 -09  -1.8 -1.8 13
Palmitoleico 13 | -03 0.6 0.1 -02 -08 -09 05 04 -1.2 -12 0.6
Margarico 14 ] -02 -02 00 0.4 0.5 0.3 20 1.0 0.5 20 1.0
Margaroleico 15 | -0.1 0.8 0.0 0.8 -1.2  -08 09 05 1.0 -2 1.0
Estedrico 16 | -0.7 0.0 0.0 -04 04 0.4 0.7 -0.8  -1.6 -1.6 07
Oleico 17 | -1.0 -05 -07 -0.1 13 1.2 1.0 -0.8  -1.2 1213
Linoleico 19 |-07 -06 -07 -05 02 1.1 1.5 -0.1  -1.3 -1.3 15
gama-Linolénico 21 | 0.2 0.6 02 -05 -02 -04 10 02 -0.1 0.5 1.0
Linolénico 22 | 02 0.3 02 -06 0.1 -0.1 07 02 -04 -0.6 0.7
Araquidico 23 | 0.8 1.5 0.3 -0.5 06 -04 -12 02 -1.8 -1.8 1.5
Gadoleico 24 | 0.1 0.1 -0.7  -09 02 0.0 0.5 0.2 0.4 -09 05
Heneicosanoico 25 | -03 -03 -02 -02 06 0.2 0.5 0.6 0.2 -03 06
cis-11,14-Eicosadiendico 26 | 0.3 1.4 1.1 0.6 1.4 -2 -03 -07 038 12 14
cis-8,11,14-Eicosatrienéico 27 2.2 -1.5 -1.6 0.7 -0.8 02 0.7 0.2 2.0 22 07
cis-11,14,17-Eicosatriendico 28 -0.5 -0.5 -0.1 0.7 1.3 0.0 0.6 -0.3 -19 -19 1.3
Araquidénico 29 | 06 05 -02 02 08 0.6 1.2 02 -1.2 -1.20 12
EPA 30 | -1.3 1.2 0.5 1.8 02 -07 -09 -12 23 -1.3 23
Tricosanoico 32 | -14 -09 1.0 0.6 1.0 -0.7 0.6 0.2 -1.8 -1.8 1.0
Erdcico 33 | -06 0.1 0.0 0.0 1.1 0.3 0.4 0.0 -1.6 -1.6 1.1
cis-13,16-Docosadiendico 34 -2.1 1.5 0.5 1.2 -0.5 -1.0 0.7 -0.9 2.2 2.2 1.5
Linhocérico 35 | 13 22 22 23 1.4 -6 -1.0 -08 -09 22 23
DHA 36 | -01 -07 -05 -13 -03 00 0.9 0.5 1.8 -1.3 1.8
Nervénico 37 | -1.0 04 0.4 1.1 0.8 1.7 1.0 -0.8 2.1 2.1 1.7

Tabela 4.6: Resultados obtidos na avaliacdo da exactiddo por reamostragem se-

guindo o método de jackknife.

Observando os resultados da tabela (4.6), verifica-se que, regra geral o desvio
estimado € inferior a 2%, ndo considerando muito significativos os valores obtidos

com o componente ID# = 1 (valores algo probleméticos).



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 84

Recuperacao
A selectividade € a capacidade de um método identificar e distinguir um analito,
em particular, numa mistura complexa sem interferéncia de outros componentes.

Para avaliar as interferéncias de matriz efectuam-se testes de recuperacio uti-
lizando uma amostra real representativa do tipo de matriz e sempre que possivel
com valor quantificavel.

Neste estudo utilizou-se uma amostra real de uma refei¢do pré cozinhada de
uma marca comercializada numa grande superficie comercial. Esta amostra foi
preparada segundo o procedimento experimental, bem como o padrio para poste-
rior fortificacdo das amostras.

Inicialmente efectuou-se a inje¢do da amostra, para estimar o valor da concen-

tragdo inicial para cada AG, obtendo-se o cromatograma representado na figura
4.12
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Figura 4.12: Cromatograma obtido no GC-FID para a amostra em estudo

Depois disto fortificou-se a amostra com o analito, ou seja com o padrdo, tam-
bém submetido a0 mesmo procedimento que a amostra, numa certa concentragao
conhecida e obteve-se o seguinte cromatograma, 4.13.
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Figura 4.13: Cromatograma obtido por GC-FID para a amostra fortificada com
analito de 50%

E de referir pela andlise dos cromatogramas, que uma amostra real, pode nio
conter na sua constituicdo todos os 37 AG possiveis que acabam por ndo ser quan-
tificdveis nessa amostra. Esses AG que ndo fazem parte da constitui¢do da amos-
tra, s6 sdo detectdveis no cromatograma da amostra fortificada, isto porque se
adicionou o padrao que contém os AG na totalidade. E também € de salientar a
visualizacdo de um aumento da intensidade dos picos.

Viao ser representados trés AG de cada gama analitica: gama alta, média e
intermédia, obtidos pela anélise da figura (4.11).

Os resultados obtidos para a recuperagdao do método (%RI, eq. (2.42)) encontram-
se sistematizados na tabela (4.7).
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Tabela 4.7: Valores obtidos para a percentagem da recuperacio dos AG na amostra.

| ID AG Dia %RI
. 1 98.7 99.0 102.3 100.0
17 Oleico
2 99.5 99.0 100.7 102.8
. . 1 101.3 103.2 1059 105.9
19 Linoleico
2 104.0 106.6 105.1 105.8
1 1009 103.6 1064 103.7
30 EPA
2 103.8 107.6 105.6 100.2
. 1 101.2 102.3 100.8 101.9
4 Céprico
2 104.0 106.5 108.5 105.8
. 1 100.3 103.6 105.3 104.3
6 Laurico
2 106.2 101.6 108.6 104.9
oo 1 100.2 101.7 99.9 1059
8 Miristico
2 1045 1032 1014 1014
. 1 104.2 101.6 100.5 105.8
1 Butirico
2 101.9 100.3 1014 102.7
. . 1 101.2 101.3 101.5 100.5
21 Y-Linolénico
2 100.8 101.4 1009 99.5
. . 1 100.5 101.3 103.0 102.8
34 | cis-13,16-Docosadiendico
2 999 108.7 1019 101.3

Nesta tabela como representantes da gama analitica alta temos os AG: 17-Oleico,
19-Linoleico e 30-EPA, para a gama intermédia 4-Céprico, 6-Laurico e 8-Miristico
e por ultimo para a gama mais baixa o 1-Butirico, 21-Gama-Linolénico e o 34-cis-
13-16-docosadiendico.

Pela andlise destes valores podemos afirmar que o método apresenta uma boa
percentagem de recuperacio.

Para testar se estes resultados eram influénciados por valores extremos, efectuou-
se o teste de Grubbs, para cada AG e em cada dia de andlises. Concluiu-se que
ndo existiam niveis extremos que afectassem a recuperacao para um nivel de 95%,
visto que para o AG 17-oleico, obteve-se um Gmaximo de 0.77 para o dia 1 e 0.90
para o dia 2, e um Gminimo de -1.41 e -1.36 respectivamente, para o 30-EPA no
dia 1 teve um Gmaximo de 1.22 e Gminimo de -1.05, e no dia 2, 1.30 para o
vamor méximo e -1.05 para o minimo e por ultimo o AG 19-Linoleico, apresenta
um valor de Gmédximo 1.38 e Gminimo de 0.91 parao dia 1 e 1.45 € -0.82 para o
dia 2.

Para a gama analitica intermédia também ndo se verificaram anomalias, tendo-
se verificado todos os valores inferiores ao valor critico para um N=4, 1.48, visto
que para o 4-Céprico se obteve um Gméximo de 0.78 para o dia 1 e 0.95 para o
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dia 2 e para 0 Gminimo um valor de -1.38 e -1.00, para os respectivos dias. Em
relacdo ao AG 6-Laurico apresenta um valor de 1.37 e 1.39 de Gméximo e -1.01
e -0.90 para o Gminimo e o §-Miristico, ultimo representante da gama intermédia
tem um Gmaximo de 0.74 € 0.79 e para o Gminimo -1.42 e -1.38.

Por ultimo os trés AG da gama baixa, também nao apresentaram nenhum valor
discrepante, tendo o 1-Butirico para o dia 1 um Gmaximo de 0.95 e Gminimo de
-1.39 e para o dia 2, um valor de 0.97 para Gmaximo e -1.36 para 0 Gminimo, em
relacdo ao AG 21-Gama Linolénico apresenta um Gméximo de 1,06 ¢ Gminimo
de -1.20 para o dia 1 e para o dia 2 um Gmaximo de 1.35 e Gminimo de -0.81 e
por ultimo para o AG 34-Cis-13-16-docosadiendico tem um valor de 1.02 e -1.19
de Gméaximo e Gminimo para o dia 1 e 0.62 e -1.47 respectivamente para o dia 2.

4.2 Estudo de uma amostra

Agora que o método se encontra validado, vai-se proceder 4 analise de uma amos-
tra real de alimentagdo humana e concluir-se qual os AG que apresenta na sua
constituicao, qual a sua percentagem de gordura total, de 4cidos gordos saturados,
monosaturados e polisaturados.

Todos estes cdlculos foram efectuados através de uma folha de excel, cons-
truida com todas as equacdes representadas no capitulo 3 que permite ir alterando
os valores obtidos para cada injec¢do de GC, e obter logo todos os valores necessa-
rios 4 apresentagao final dos resultados para cada matriz, ou seja, que o laboratério
tem que reportar para cada cliente.

De muitas amostras testddas com este método de alimentacdo humana: como
sopas, sandes, refei¢cdes, varios tipos de peixe, carnes entre outras, vai-se repre-
sentar neste estudo os resultados obtidos para uma amostra de uma refeicdo com
salmao.

Inicialmente pdde-se fazer um estudo prévio para cada tipo de matriz de onde
se obtém uma estimativa de quais AG se vai detectar através da injeccdo e tam-
bém qual a percentagem de cada tipo de AG que se deve obter. Este estudo nos
laboratdrios vai-se construindo com o tempo e com todas as anélises de diferentes
matrizes que se analisam. Assim na hora de fazer o relatério para o cliente, o
responsavel pode fazer uma breve andlise dos resultados e ver se estdo conforme
o previsto ou detetar se houve algum tipo de problema com a anélise em questao.

Apds a moagem da nossa amostra, e preparacao segundo o método[44], injectou-
se no GC-FID, seguindo as condi¢des cromatograficas apresentadas no capitulo 3
e obteve-se o seguinte cromatograma da figura 4.14
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Figura 4.14: Cromatograma obtido para a amostra real da refeicao pré cozinhada

Através da injec¢do do Padrdo, identificam-se quais os picos que correspon-
dem aos AG e assim obtem-se os tempos de retencio e as areas dos picos corres-
pondentes a cada AG na amostra.

De seguida utilizando a folha de excel construida anteriormente, fez-se uma
actualizacdo de dados: dos tempos de retencdo e dreas para o padrdo e para a
amostra, obtendo-se entdo a concentrag¢do de cada dcido gordo, a percentagem de
AG nonosaturados, saturados e polisaturados na amostra e também a percentagem
de gordura total.

Os valores obtidos para esta amostra foram de: 12.4% de gordura total, 3.08%
de 4cidos gordos saturados, 12.16% de acidos gordos monosaturados e 3.08% de
acidos gordos monosaturados.

Por vezes existem clientes que especificam a deteccao e quantificacdo de al-
guns AG especificos. Nesta matriz que contém salmdo, poderiamos reportar o
valor dos AG caracteristico do omega 3 e omega 6, que existem num nivel consi-
derado no salmdo. Estes AG polinsaturados de omega 3 sdo o acido y-linoleico,
o dcido araquiddnico, o 4cido cis-5,8,11,14,17-Eicosapentendico (EPA) e acido
docohexaendico (DHA).

Esta amostra contém uma concentracao de 3,78% de linoleico, 0,10% de ara-
quidénico, do EPA apresenta 0,52% e do AG DHA 2,90%. A soma de todos estes
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AG € de 7,3% o que nos leva a concluir que existe esta percentagem de omega 3

e 6 na amostra em estudo.
Assim pode-se retirar qualquer informagdo de qualquer AG presente em cada

amostra.



Capitulo 5

Conclusoes

O objectivo deste trabalho visava a validagao do método da AOAC para a deteccao
de gordura total, e também em forma de 4dcidos gordos saturados e insaturados
em matrizes de alimenta¢do humana, por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo em chama.

Iniciou-se este estudo pela preparacdo de uma solugdo padrao (CRM), que
continha 37 4cidos gordos existentes na alimentacdo humana que o nosso orga-
nismo ingere todos os dias. Desta solugdo efectuaram-se 11 dilui¢des de 100% a
5%, de modo a diminuir a concentracao inicial.

A primeira fase consistiu numa avaliacdo prévia utilizando o CRM (MIX) com
as diferentes dilui¢des, de onde se obtiveramas curvas de calibracdo referentes aos
Acidos Gordos presentes no CRM, para se testar a capacidade de quantificacdo do
método.

Com estas curvas de calibragdo pode-se concluir que todas seguem o modelo
polinomial de primeiro grau, e apenas duas curvas referentes ao Acido Gordo
Caproéico e Araquidico apresentaram melhor ajuste ao polinémio de segundo grau,
mesmo depois da realizacdo do teste de Mandel.

Destas curvas de calibracdo concluiu-se também que algumas delas t€ém uma
grande tendéncia para a sua sobreposi¢do, ou seja, apresentam uma grande sen-
sibilidade, isto porque todos os analitos em estudo t€m em comum o grupo car-
boxilo, diferindo apenas a cadeia carbonada que poderd ser o motivo para alguns
acidos gordos de cadeia carbonada longa, apresentarem uma sensibilidade mais
baixa, porque a sua cadeia carbonada pode originar hidrocarbonetos de cadeia
mais curta contendo heterodtomos.

Em termos de sensibilidade conclui-se que alguns dcidos gordos apresentam
uma sensibilidade muito préxima, podendo-se agrupar os acidos gordos em tres
grupos: acidos gordos com sensibilidade de gama alta, de gama intermédia e de
gama baixa.

90
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Os 4cidos gordos cis-13,16-docosadiendico, cis-8,11,14-eicosatriendico, y-linolénico
e butirico apresentam os menores valores de sensibilidade, o cdprico, ldurico, tri-
decanoico, miristico, miristoleico, pentadecandico, cis-10-pentadecendico, pal-
mitico, palmitoleico, margérico, margaroleico e estedrico apresentam uma sensi-
bilidade de gama intermédia e para os valores mais altos tem-se os dcidos gordos
oleico, EPA, araquidico e linoleico.

Concluiu-se também que o método € muito selectivo, apresentando um coefi-
ciente de correlacdo elevado quer para o valor médio quer para os extremos, o que
nos faz afirmar que o sinal obtido do MIX relaciona-se com cada um dos analitcos
sendo a resolu¢do instrumental dos sinais muito boa. Tendo em conta isto pode-se
garantir uma boa quantificacao e identificacao dos analitos individuais.

Obtiveram-se os valores para os limiares analiticos tendo em conta a estimativa
de erro do modelo, obtendo-se o valor de 0.0003(g/g), oscilando entre 0.0001(g/)
até 0.0065(g/g) e para a deteccdo de 0.0011(g/g) variando entre 0.0002(g/g) e
0.0087(g/g). Tendo em conta estes valores e os padrdes utilizados pode-se con-
cluir também que a gama analitica estd entre o limite de quantifica¢do e o ultimo
padrdo testado.

A nivel da precisdo, pela andlise dos coeficientes de variagdo obtidos de um
conjunto de réplicas efectuadas da mesma amostra, pode-se concluir que o método
estd validado para todos os 4cidos gordos, menos para o linoleico que apresenta
um coeficiente de repetibilidade maior que 0.1%. Em termos do padrdo todos os
acidos gordos apresentaram um coeficiente de repetibilidade menor que 1.0%.

A exactiddao do método foi avaliada segundo a recuperagdo de uma amostra,
analisdda em dois dias diferentes, de onde se concluiu que o método apresenta
uma boa recuperacio.

Este estudo foi concluido com um exemplo de uma amostra real, que futura-
mente serd o procedimento utilizado pelo laboratério para poder obter as percen-
tagens de gordura total nas amostras reais bem como as percentagens dos dcidos
gordos inviduais.

Este método, serd muito ttil para o laboratério porque com ele consegue-se
reduzir o tempo de andlise da amostra e reportar resultados com mais confianga
que no método anterior.
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Apéndice A
Tabelas

Tabela A.1: Valores criticos para teste de Grubbs (e = 0.05) [ISO 17025, ASTM E-178].

G =%
S
nl 3| 4] s 6 | 7 8 | 9 [ 10 | 11
G|115| 148|171 | 1.80 | 2.02 | 213 | 2.21 | 2.20 | 2.34
n 12 13 14 15 16 17 18 19 20
G| 241|246 | 251 | 255|254 262|265 268|271
n 21 22 23 24 25 30 35 40 50
G |273|276|278|280 282|291 |298 | 3.04 | 3.13
n| 60 | 70 | 80 | 90 [ 100 | 110 | 120 | 130 | 140
G |320|326| 331|335 338|342 | 344 | 3.47 | 3.49
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Tabela A.2: Valores criticos para o teste de Cochran referente 2 homogeneidade da variancia
(. =0.05).

2

smux

2

n
i=15;

m = nimero de réplicas da estimativa de cada varidncia
2 3 4 5 | 6 7 10 0

n
2 | 0.9985 0.9750 0.9392 0.9057 | 0.8772 0.8534 0.8010 0.5000
3 109969 0.8709 0.7977 0.7457 | 0.7071 0.6771 0.6167 0.3333
4 109065 0.7679 0.6841 0.6287 | 0.5895 0.5598 0.5017 0.2500
5
6
7

0.8412 0.6838 0.5981 0.5441 | 0.5065 0.4783 0.4214 0.2000
0.7808 0.6161 0.5321 0.4803 | 0.4447 0.4184 0.3682 0.1667
0.7271 0.5612 0.4800 0.4307 | 0.3974 0.3726 0.3259 0.1429
10 | 0.6020 0.4450 0.3733 0.3311 | 0.3029 0.2823 0.2439 0.1000
20 | 0.3894 0.2705 0.2205 0.1921 | 0.1735 0.1602 0.1357 0.0500
30 | 0.2929 0.1980 0.1593 0.1377 | 0.1237 0.1137 0.0958 0.0333
40 | 0.2370 0.1576 0.1259 0.1082 | 0.0968 0.0887 0.0745 0.0250
60 | 0.1737 0.1131 0.0895 0.0765 | 0.0682 0.0623 0.0520 0.0167




