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Resumo

O objetivo deste trabalho foi o de realizar os ensaios de validacdo necessarios a
acreditacdo de um método analitico para determinacdo da vitamina D em matrizes
alimentares. Apos validacdo, o método foi aplicado a matrizes que incluiram papas
infantis, iogurtes, cereais, leite, ovos e massas infantis.

De forma a atingir este fim, foram otimizados procedimentos de tratamento das
amostras e validado um método analitico baseado na norma europeia, EN 12821, o
qual permitiu a determinacdo do teor em vitamina D através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) pelo método do padréo interno.

De forma a quantificar a vitamina D na matriz alimentar, as amostras sofreram um
processo de saponificacdo seguido de extragdo liquido-liquido, e por fim isolamento e
concentrac@o através de cromatografia de HPLC semi-preparativa em fase normal e,
guantificacdo através de HPLC analitica em fase reversa a um comprimento de onda
de 265 nm.

De forma a validar o método de HPLC foram determinados os parametros de
validacdo: precisdo (repetibilidade e precisdo intermédia), limite de detecdo e de
gquantificacdo, recuperacao e exatidao.

Utilizando os resultados da validagéo, precisao intermédia e exatidao, foi determinada
a incerteza do resultado da medicdo. A avaliagdo da incerteza total conduziu ao valor
de 26%, para o nivel de confianca de 95%.

O teor em vitamina D nas amostras analisadas variou entre 0,28 ug/100g e
22 ug/100 g. Os resultados da andlise das amostras mostraram que 14% destas
apresentavam valores superiores aos indicados nos respetivos rotulos e 43% valores
inferiores aos rotulados. Tendo em consideracdes as por¢des definidas na rotulagem
das amostras analisadas duas amostras ultrapassaram a dose diaria recomendada
(5 pg) se for consumida apenas uma porcao (30 g).

Os resultados obtidos permitiram concluir que o método validado é adequado para a

determinacgéo da vitamina D nas diversas matrizes analisadas.

Palavras-chave: Vitamina D, géneros alimenticios, validacéo, incerteza, HPLC.
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Abstract

The objective of this study was to perform the required validation tests for accreditation
of an analytical method for determination of vitamin D in food matrices. After validation,
the method was applied to matrices that included infant porridge, yogurts, cereals, milk,
eggs and infant pasta.

In order to achieve this end, the procedures for processing samples were optimized
and was validated an analytical method based on the European standard, EN 12821,
which allowed the determination of vitamin D content using high performance liquid
chromatography (HPLC) by the method of internal standard.

In order to quantify the vitamin D in the food matrix, the samples were subjected to a
process of saponification followed by liquid-liquid extraction and finally concentration
and isolation by a normal phase HPLC semi-preparative and quantified by reverse
phase HPLC analytical on a wavelength of 265 nm.

In order to validate the HPLC method were determined the validation parameters:
precision (repeatability and inter-run precision), limit of detection and quantification,
recovery and accuracy.

Using the results of the validation, inter-run precision and accuracy, the uncertainty of
the measurement result was determined. The assessment of total uncertainty led to a
value of 26% for the confidence level of 95%.

The vitamin D content in the samples ranged from 0.28 ug/100 g and 22 ug/100 g. The
results of the samples analysis showed that 14% of these were higher than the values
indicated by the label and 43% lower than labeled values. Taking into consideration the
portions size defined in the samples lable, two samples exceeded the recommended
daily dose (5 pg) if consumed only a portion (30 g).

The results showed that the validated method is suitable for the determination of

vitamin D in different matrices analyzed.

Keywords: Vitamin D, foodstuffs, validation, HPLC, uncertainty.
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1. Enquadramento do Tema

Ao longo dos séculos, a vitamina D tem sido alvo de grande interesse e estudo devido
a sua acao sobre a saude 6ssea. Nos dias de hoje, ainda é motivo de investigacao,
sendo o seu consumo associado a prevencgao de varias doencas, tais como raquitismo
e osteomalacia.

Em muitos paises desenvolvidos tem-se verificado um crescimento da suplementacéo
em vitamina D em varios produtos alimentares. Este facto esta relacionado com a
crescente deficiéncia desta vitamina, devido a indmeros fatores: alteracfes dos
hébitos alimentares; estilo de vida com cada vez menos exposi¢ao solar; utilizacdo de
vestuario que cobre uma grande percentagem de pele; cor de pele (quantidade de
melanina), e também a idade [1].

A deficiéncia em vitamina D pode originar inimeros maleficios para a saude humana,
nomeadamente deformacfes na estrutura 6ssea e hiperparatiroidismo secundario.
Deste modo, em populagcées em que a ingestao de vitamina D através da alimentacao
ndo é suficiente existe a necessidade de suplementacdo preventiva para que 0S
individuos ingiram uma quantidade préxima da dose diaria necesséria. A dose diaria
recomendada (DDR) em Portugal apresenta um valor de 5 pg/dia [2].

Considerando o facto de os alimentos conterem teores relativamente baixos de
vitamina D e o facto de que a sua ingestdo em quantidades elevadas pode conduzir a
toxicidade, esta vitamina constitui um desafio em termos analiticos no que se refere ao

limite de quantificagé&o.

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa 11
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2. Introducéao

2.1. Vitaminas

As vitaminas sdo compostos organicos essenciais para o hormal funcionamento do
corpo humano, apresentando um papel importante em muitas das suas funcdes
bioldgicas, pertencendo por isso ao grupo dos micronutrientes. O corpo humano nédo
consegue produzir a maioria das vitaminas, sendo estas obtidas atraves da
alimentacgdo e de suplementos vitaminicos.

As vitaminas podem ser classificadas em dois grupos de acordo com a sua
solubilidade, as hidrossollveis e as lipossoluveis.

As vitaminas sollveis em agua, vitaminas do complexo B e a vitamina C, ndo sdo
armazenadas nos tecidos corporais em elevadas quantidades e 0s excessos sdo
geralmente excretados na urina.

Pelo contrario, as vitaminas sollveis em lipidos estao ligadas ao metabolismo lipidico
e sdo geralmente insollveis ou pouco sollveis em agua, incluindo-se neste grupo as
vitaminas A, D, E e K, e os carotenéides (alguns dos quais percursores da vitamina A).
Estas vitaminas sdo armazenadas nos tecidos do corpo humano, no tecido adiposo,
podendo a toma excessiva deste tipo de vitaminas, em alguns casos, originar efeitos

téxicos nomeadamente lesdes no figado (vitamina A) [3,4].

2.2. Vitamina D
2.2.1. Histéria e Descoberta da Vitamina D

O efeito benéfico da luz solar na cura do raquitismo em criancas foi conhecido no
inicio de 1800, mas apenas um século depois foi descoberta a causa desse efeito.

Em 1921, Sir Edward Mellanby, foi o primeiro a demonstrar que o raquitismo se tratava
de uma doenca nutricional e que o 6leo de figado de bacalhau apresentava um fator
que a prevenia. Em 1922, McCollum e os seus colaboradores realizaram estudos com
0 Oleo de figado de bacalhau, no qual foi injetado oxigénio. Neste processo, 0s
investigadores conseguiram identificar a presenca de um fator A posteriormente
denominado de vitamina A e de um outro fator, a vitamina D. Ainda em 1922, foi
descoberto que a vitamina D estava presente na fracdo insaponificavel do 6leo de
figado de bacalhau, tendo sido sugerido que esta apresentava uma estrutura
semelhante ao colesterol.

Em 1924, dois investigadores (Steenbock e Black) descobriram que ao irradiarem

racbes para ratos com luz ultravioleta (UV), estas apresentavam 0S mesmos
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beneficios que a irradiacdo nos proprios ratos raquiticos. Pouco depois desta
descoberta, os investigadores Hess e Weinstock conseguiram com sucesso aumentar
a concentracao de vitamina D em alimentos expostos a luz UV [5].

Em 1927, o ergoesterol foi identificado como o precursor do ergocalciferol (vitamina
D,) e o 7-des-hidrocolesterol como precursor do colecalciferol (vitamina D3) em 1934
[6]. Em 1928, o prémio nobel de quimica foi atribuido a Adolf Windaus devido aos seus
estudos acerca da constituicdo dos esterdis e da sua relacdo com as vitaminas [7],
sendo este o primeiro prémio atribuido a um estudo com enfoque nas vitaminas. A

vitamina em estudo neste trabalho tratava-se da vitamina D.

2.2.2. Sintese da Vitamina D

Depois da descoberta da vitamina D por Sir Mellanby em 1921, foram realizadas
diversas pesquisas com o objetivo de obter uma melhor compreensdo das suas
propriedades fisioldégicas. Este nutriente foi primeiramente classificado como uma
“vitamina” essencial para o desenvolvimento normal do esqueleto e a manutencédo do
equilibrio em célcio no corpo humano. Contudo, foi revelado que a vitamina D pode ser
classificada como uma hormona devido ao facto de ser sintetizada como resultado da
exposicao a raios UVB (280 a 320 nm), mas atualmente continua a ser referida como
uma vitamina.

Esta vitamina apresenta-se sob a forma de vitamina D, (ergocalciferol) existente
naturalmente em plantas e fungos e vitamina D; (colecalciferol) existente em animais,
sendo ambas denominadas vitamina D [8].

A vitamina D, é sintetizada pela irradiacdo dos raios UV do ergosterol, esterol presente
na membrana de fungos [9].

A sintese de vitamina D; € realizada pela acdo dos raios UV no substrato 7-des-
hidrocolesterol presente na pele dos animais. A radiacdo € absorvida pelo 7-des-
hidrocolesterol, convertendo-o em pré-vitamina D;. Com a temperatura corporal, a pré-
vitamina D3 € convertida em vitamina D;, mas este processo é bastante moroso,
podendo demorar véarias horas. A continua irradiagdo converte a pré-vitamina D; ou a
vitamina D3 em varios produtos denominados por “produtos sobreirradiados” [10].

Uma vez produzida na pele ou absorvida por ingestdo, a vitamina D é transportada na
corrente sanguinea por uma proteina transportadora de vitamina D (formando um
complexo proteina-vitamina D (DBP - D Binding Protein)) até ao figado onde é
submetida a uma hidroxilacdo pela enzima 25-hidroxilase no carbono 25 formando

assim a 25-hidroxivitamina D (250HD), o metabolito circulante maioritario de vitamina
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D. Outros tecidos, como a pele, a glandula supra-renal, os pulmdes, rins e 0ssos,
também apresentam a capacidade de producao deste metabolito [11].

A absorcdo de vitamina D é largamente refletida na concentragdo de 250HD na
corrente sanguinea [12], e essa concentracdo € utilizada como avaliacdo da
concentracao da vitamina D no sangue [9,13].

O metabolito 250HD néo apresenta a atividade bioldgica necesséria para as funcdes
bioldgicas realizadas pela vitamina D, sendo necesséria nova hidroxilacdo. Esta
hidrélise da origem ao metabolito 1,25-di-hidroxivitamina D, a forma ativa da vitamina
D.

HO

Figura 1 — Estrutura molecular do 1,25-di-hidroxiergocalciferol (1,25(0OH),D,) e do 1,25-di-
hidroxicolecalciferol (1,25(0OH),D5) ou calcitriol [14]

A hormona ativa 1,25-di-hidroxivitamina D, figura 1, também denominada de calcitriol,
€ produzida nos rins e é exportada para a corrente sanguinea [9,13]. A enzima
responséavel pela producgéo do calcitriol € a 1-a-hidroxilase. Esta enzima é sintetizada
em varios tecidos como os do colon, prostata, pulmdo, tecido mamario, em
macréfagos e células paratirdides [15], mas o calcitriol produzido em tecidos n&o
renais apenas apresenta efeito local [9].

Na figura 2 € apresentado um esquema sintese da produgdo da hormona ativa
1,25(0OH),D.
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Figura 2 — Esquema do processo sofrido pela vitamina D até a sua ativacdo [16]

Tanto o calcitriol como o 250HD sofrem processos catabdlicos. O calcitriol é
catabolizado na maioria das células pela 24-hidroxilase, sendo a producdo desta

enzima induzida pelo préprio calcitriol, quando se encontra em niveis anormalmente

[}

elevados no organismo, e forma a 1,24,25-tri-hidroxivitamina D. A 250HD também

catabolizada por essa enzima e é convertida em metabolitos altamente polares

(0]

excretados pela bilis, tais como acido calcitréico, que séo solUveis em agua [17,18].

E conhecido que o metabolismo de inativagdo da 250HD através desta via €
acelerado com a ingestdo de pouco calcio ou a presenca de niveis elevados de
hormona paratiréide e calcitriol no organismo [19].

A vitamina D pode também ser obtida a partir de varias fontes de alimentacdo, como

por exemplo a ingestao de peixes gordos [8].
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2.2.3. Ocorréncia Natural da Vitamina D

A maioria dos produtos naturais apresenta-se como uma fonte pobre em vitamina D,
contribuindo com menos de 10% para a dose diaria recomendada [9].

As fontes naturais mais ricas em vitamina D; sdo os Oleos de figado de peixe,
especialmente Oleo de figado de bacalhau, sendo que possuem igualmente uma
grande quantidade de vitamina A, a qual interfere com a atividade da vitamina D de
onde podem resultar efeitos adversos para os 0ssos [20].

Pequenas quantidades da vitamina D; podem ser também encontradas em partes
comestiveis de peixes com uma elevada percentagem de gordura, figado de
mamiferos, ovos e produtos lateos. A concentracdo de vitamina D; no leite apresenta
uma variagcdo sasonal, que pode estar relacionada com a quantidade de luz solar
disponivel para a conversdo da 7-des-hidrocolesterol da pele do animal em
colecalciferol.

A vitamina D, pode ser encontrada em cogumelos selvagens ou cogumelos que
sofreram um processo de radiacdo com raios UV, podendo apresentar um teor entre
30 a 100 pg de vitamina D, por 100 g de cogumelos [9].

Os cereais, vegetais e fruta ndo apresentam vitamina D, enquanto a carne, aves e
peixes brancos apresentam uma quantidade insignificante de vitamina D3 [3,5].

Como as fontes dietéticas naturais de vitamina D séo escassas, tem sido necessario a
sua suplementacdo em alguns dos produtos mais consumidos com o objetivo do
consumidor ingerir a dose diaria recomendada. Estes produtos alimentares
enriquecidos, como os produtos lateos (leite e iogurtes), cereais e pado que estdo
disponiveis no mercado em algumas areas geograficas, como por exemplo, nos
Estados Unidos da América e no norte da Europa, fazem parte de uma politica de

prevencédo da saude [21,22].

2.2.4. Caraterizacdo Fisico-Quimica da Vitamina D

A vitamina D3 e a vitamina D,, classificadas quimicamente como seco-esteroéis (um dos
guatro anéis que as constituiem apresenta-se quebrado), sdo estruturalmente
semelhantes sendo a sua origem atribuida a irradiacdo UV dos esterbis das pro-
vitaminas respetivas [4].

Estruturalmente, a vitamina D, e D; diferem apenas no carbono 17 da cadeia lateral,
onde a vitamina D, apresenta uma ligacdo dupla e um grupo metil adicional, como

pode ser observado na figura 3 [5].
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HO”

Figura 3 — Estrutura molecular da vitamina D, (ergocalciferol) e da vitamina D5

(colecalciferol) [14]

As vitaminas D, e D; quando puras apresentam-se sob a forma de pequenos cristais
brancos amarelados que nao possuem odor [5].

As formas comercialmente disponiveis incluem cristais sollveis em lipidos para o uso
em alimentos com grande percentagem de gordura e versdes encapsuladas e
estabilizadas para o uso em produtos secos que sdo posteriormente re-hidratados ou
em produtos a base de agua [3].

As vitaminas D, e D; séo insoluveis em agua, soliveis em etanol a 95%, acetona,
varias gorduras e 6leos e também em benzeno, cloroférmio e éter [5].

O estudo do efeito da temperatura (25 e 40°C) e da humidade relativa (HR) (ar seco a
45% HR e ar muito humido a 85% HR) na estabilidade da vitamina D sob a forma de
pé e na auséncia de luz foi realizado pelos investigadores Grady e Thakker em 1980.
Estes investigadores observaram que depois de 21 dias, as amostras de vitamina D,
armazenadas em ar seco a 25°C apresentavam apenas 66% de ergocalciferol,
enquanto as amostras armazenadas sob ar muito humido apresentavam teores acima
de 95%. A vitamina D; apresentou-se mais estadvel, e em ambos 0s cenarios
apresentaram uma percentagem superior a 99%. No entanto, ambos 0s compostos
sd80 menos estaveis a temperaturas mais elevadas. As amostras de vitamina D,
armazenadas a 40°C e 85% HR apresentavam 87% de vitamina D, e as armazenadas
a 40°C e 45% HR apenas apresentava 20%. Sob as mesmas condi¢des, as amostras
de vitamina D3, armazenadas durante 7 dias a 40°C e 85% HR continham apenas 15%
de vitamina D5 restante, as armazenadas a 40°C e a 45% HR continham cerca de 65%
[23].
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Em solucgdes oleosas a 0°C, a vitamina D perde cerca de 50% da sua atividade
biol6gica entre 3 a 5 anos, enquanto em emulsdes esta perda demora apenas trés
semanas [24]. A vitamina D também é instavel em solug6es &cidas ou sob condi¢Bes
moderamente acidicas, que provocam a isomerizacdo das suas moléculas em dois
isbmeros, o isébmero 5,6-trans e o0 isémero isotaquisterol [25].

Em solucao, as vitaminas D, e D; exibem uma isomeriza¢ao termicamente reversivel
originando as suas pré-vitaminas correspondentes, formando um equilibrio na mistura.
As taxas de isomeriza¢do da vitamina D, e D; sdo aproximadamente iguais e ndo séo
afetadas pelo solvente, luz ou catalise [26,27].

Contudo no estado solido, a vitamina D ndo isomeriza. Além da isomerizacao térmica,
as solugbes de vitamina D em solventes organicos sdo bastante estaveis, sendo que
nao deve existir contacto entre estas e oxigénio, luz ou acidos [5].

Deste modo, quando libertada da matriz alimentar, a vitamina D é suscetivel a
decomposicdo na presenca do oxigénio, luz, acidos e &gua, o que pode ser
comprovado através da diminuicdo de absorvancia a 265 nm (UV). As principais
condi¢bes que promovem a destruigdo da vitamina D incluem a exposi¢do a correntes
de ar (especialmente com correntes quentes) e condigbes acidas. Contudo, 0s
produtos resultantes da sua decomposicdo, que podem ser diferentes em cada caso,
sdo separaveis da vitamina D através de cromatografia [25,28].

A vitamina D resiste ao processo de fumagem do peixe, ao processo de pasteurizagédo
e esterilizacdo do leite, e a secagem por pulverizacdo de ovos. Quando utilizada para
enriquecimento de leites infantis, € comum ocorrer destruicdo de 25 a 35% da vitamina
D adicionada durante o processo de secagem [29].

Todos os compostos de vitamina D, quando numa solugdo etandlica, possuem um
amplo espetro de absor¢do na regido ultravioleta que atinge um maximo a 265 nm
[30].

2.2.5. Funcgdes da Vitamina D

A funcdo mais conhecida e estudada do composto ativo da vitamina D, o calcitriol, esta4
relacionada com a regulacdo do metabolismo de calcio e do fésforo. O composto
maximiza a absorcdo de calcio nos intestinos e contribui para uma melhor
mineralizacdo 0ssea, reduzindo o risco de fraturacdo [8,9,10]. Como a maioria dos

alimentos n&o contribui com um grande aporte de célcio e a sua absorcdo ndo é
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particularmente eficiente, uma absorcéo ativa é bastante importante para compensar
as perdas inevitaveis de calcio que ocorrem na sua maioria através da urina [31,32].
Os compostos de vitamina D apresentam também um papel importante no
funcionamento muscular e mais recentemente, tem sido especulado que uma
concentracdo adequada de vitamina D pode proteger contra inUmeras doencas, entre
as quais, a diabetes, infecdes e até alguns tipos de cancro [33].

A sintese de vitamina D e o0 seu metabolismo na pele podem contribuir para uma
fotoprotecdo enddgena. A sintese dos analogos de vitamina D com menos efeitos
secundarios célcemicos esta a resultar no desenvolvimento de uma nova classe de
agentes anticancerigenos. Além disso, dados epidemoldgicos salientam também a
importancia da concentracéo da vitamina D no sangue na protecao contra o cancro [8].

2.2.6. Deficiéncia em Vitamina D

A deficiéncia em vitamina D apresenta-se como uma das situagfes mais comuns e
nao diagnosticada um pouco por todo 0 mundo. Alguns estudos recentes comprovam
que esta deficiéncia pode tornar-se pandémica [34,35]. Ndo existe uma concordancia
cientifica sobre a quantidade de 250HD necessaria no soro para um nivel de vitamina
D adequado. A maioria dos investigadores concorda que a concentragdo de 250HD
no soro (combinacéo de D, e D3) deve ser superior a 50 nmol/L, mas outros afirmam
que dever ser superior a 75 ou 100 nmol/L [36].

Em geral, considera-se que ha deficiéncia em vitamina D quando os niveis totais de
250HD sao inferiores a 50 nmol/L. Por outro lado a insuficiéncia é definida para
valores de 250HD no soro compreendidos entre 50 a 74 nmol/L [37,38].

Uma deficiéncia em vitamina D severa (<12,5 nmol/L) resulta numa absor¢cdo muito
reduzida de calcio pelo intestino, visto que existe substrato 250HD insuficiente para a
producdo adequada de calcitriol. A reabsorcdo O6ssea também é reduzida, pois é
necessdria alguma vitamina D para permitir que a hormona paratirdide (PTH) promova
esta reabsorcdo [35]. Mas um aumento elevado da secre¢cdo da PTH, origina um
hiperparatiroidismo secundario, que provoca falhas renais [39].

A deficiéncia em vitamina D prejudica os sistemas reprodutores e a capacidade de
combater infe¢des, tais como, tuberculose e infe¢des virais [40], pode causar ou piorar
doencas autoimunes e aumentar a mortalidade por doencas cardiacas como por
exemplo ataque cardiaco derivado de hipertenséo [41], doenca do intestino inflamado
[42], fraqueza muscular e quedas, fraturas [43] e cancros da mama, do colon e da

prostata [20]. Em criancas, a deficiéncia severa em vitamina D pode causar raquitismo
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e deformacdes na estrutura 6ssea. Em adultos, pode originar a osteomalacia, fraqueza
muscular [44], osteoporose e fraturas [45].

As duas formas de vitamina D, vitamina D, (ergocalciferol) e vitamina D;
(colecalciferol), estao disponiveis como suplementos e estdo presentes em alimentos
fortificados. Embora ambas as formas possam aumentar os hiveis de vitamina D no
sangue, a vitamina D; aparenta, em alguns casos produzir quantidades mais elevadas
de vitamina D circulante durante o seu tempo de retencéo no corpo [1].

O nivel de vitamina D ¢é influenciado pela exposicdo a luz solar, pigmentacéo da pele,
vestuario, utilizacdo de protetor solar, nutricdo e administracdo de suplementos.
Contudo apenas uma pequena percentagem da concentragdo de 250HD resulta da
dieta, sendo a ingestdo de vitamina D tanto mais importante quanto menor for a
exposicao solar [46]. A concentracdo da 250HD circulante varia consoante a geografia
(latitude), cultura, e legislacdo (leis sobre a fortificagdo de alimentos) dos locais onde
as pessoas habitam.

As metodologias utilizadas para a medi¢cdo da 250HD no soro incluem na sua grande
maioria imunoensaios, tais como ensaios radioimunolégicos (RIA), ensaios
imunoenziméaticos, como o teste ELISA, e imunoensaios por quimioluminescéncia [47].
Contudo, a determinagdo dos compostos de vitamina D € realizada através de
metodos fisico-quimicos, tais com cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
[48,49].

2.2.6.1. Fatores de Risco

O desenvolvimento de deficiéncia em vitamina D esta associado a inUmeros fatores:

e pigmentacdo da pele - individuos com um maior teor em melanina na pele
necessitam de um periodo de tempo superior para a sintese da mesma
guantidade de vitamina D quando comparados com individuos de pele mais
clara [46];

e uso de protetor solar que blogueie os raios UVB [46];

e uma dieta reduzida em peixes e produtos lateos [46];

e a auséncia ou reduzida exposi¢do solar ou uma grande superficie da pele
coberta por vestuario [46,50];

e ndo sair de casa ou estar num estado ndo ambulatério;

e reduzido grau de conversdo do percursor da vitamina D em pele envelhecida,

tal como em idosos e individuos de pele escura [51];
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e existéncia de cicatrizes de queimadura e de zonas de pele normal adjacente as
gueimaduras que apresentam menor capacidade de transformar o 7-des-
hidrocolesterol em pré-vitamina D [52];

e a utilizacdo a longo prazo de alguns medicamentos tais como, anticonvulsivos,
glucocortisdides ou qualquer medicamento que aumente o catabolismo da

vitamina D ou diminuia a sua absorgéao [53,54].

Como referido nos pontos acima, a exposicao solar reduzida ou penetracéo reduzida
dos raios UV devido a absorcdo pelo elevado teor em melanina ou pela roupa
aumentam o risco de deficiéncia em vitamina D [55].

E possivel admitir a existéncia de grupos de risco nas populacdes com elevado teor de
melanina na pele, tais como individuos de origem asiatica e africana que imigram para
a Europa ou para a América do Norte. Estes apresentam baixos niveis de 250HD no
soro e uma maior incidéncia de raquitismo e osteomalacia do que caucasianos [56,57].
O maior grupo de risco de deficiéncia em vitamina D é o constituido por individuos de
pele escura [55,58]. Contudo, individuos de pele clara podem também apresentar
deficiéncia em vitamina D devido a fraca exposi¢do a luz solar. Para muitos grupos, o
aumento da exposicao solar ndo é apropriado ou préatico, sendo que nestes casos a
suplementacédo é o mais indicado [59].

Os individuos idosos apresentam-se, também, como um grupo com grande incidéncia
de deficiéncia em vitamina D devido em parte & reducdo da exposicéo solar, possivel
reducdo da capacidade de sintese de vitamina D na pele e a ingestdo baixa de célcio

associada a falta de apetite [60].

2.2.6.2. Deficiéncia em Vitamina D na Europa

E conhecido que a exposi¢do casual & luz solar pode providenciar a maioria da
guantidade de vitamina D necessaria a populagdo humana [61]. Contudo a sintese
cutanea de vitamina D pode ndo ser suficiente, devido ao facto do continente europeu
estar localizado a uma elevada latitude o que torna muito dificil ou quase impossivel a
sintese cuténea de vitamina D nos meses de Inverno (Novembro a Marco), nos paises
nérdicos.

De facto, alguns estudos realizados em varios paises europeus demonstram que a

concentracdo de vitamina D exibe uma variacdo sasonal, ou seja, a concentracao da
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250HD apresenta-se bastante elevada nos meses de Ver&o e diminui nos meses de
Inverno [62,63].

O nivel de vitamina D na populagdo da Europa, varia de acordo com a latitude,
estacdo do ano, pigmentacdo da pele da populacdo, alimentacdo e politicas de
fortificacdo de alimentos implementadas por alguns paises. A concentracdo em
250HD é mais elevada no norte europeu do que no sul e também & mais elevado no
oeste europeu do que no leste, devido ao consumo de uma maior quantidade de
alimentos fortificados e suplementos vitaminicos. Os valores elevados na Noruega e
na Suécia sdo, provavelmente, devidos a uma maior ingestdo de peixes com uma
elevada composicdo em gordura e de Oleo de figado de bacalhau. A baixa
concentracdo em 250HD em Espanha, Itdlia e Grécia pode ser devida a uma maior
pigmentacdo da pele e a um comportamento de evitar a exposi¢cdo solar ou quando
existe exposicdo serem utilizados protetores solares com indices de protecdo
elevados. Em Portugal ndo s&o conhecidos os valores da concentragdo em 250HD,
mas nao € de esperar que sejam diferentes dos outros paises do sul europeu [46,64].

2.2.6.3. Sintomas de Deficiéncia em Vitamina D

Hoje em dia, existe uma grande variedade de efeitos na salde associados a uma
baixa concentracdo em vitamina D. Mas dada a natureza ndo especifica dos sinais
clinicos e dos sintomas desta deficiéncia, torna-se um pouco dificil o seu diagndstico.
Os niveis no soro devem-se manter muito reduzidos durante um longo periodo de
tempo para que o paciente exiba os sinais classicos e sintomas associados a
deficiéncia em vitamina D, tais como raquitismo em criancas ou osteomalacia em
adultos [10]. Outros sinais e sintomas de deficiéncia em vitamina D incluem letargia,
aumento de incidéncia de infecdes, irritacdo ou 0 agravamento de doencas crénicas
tais como, artrite reumatoide, dores generalizadas, dor na regido lombar, dores
musculares e dores nos 0ssos [65]. A deficiéncia em vitamina D esta a ser cada vez
mais identificada em pacientes com doengas renais cronicas e naqueles que
frequemente sofrem quedas e estdo fisicamente debilitados [50,66]. Outras doencas,
de carater autoimune e que estdo relacionadas com a baixa concentracdo em vitamina
D, incluem a esclerose multipla, doenga dos intestinos irritaveis, asma e artrite
reumatoide [67]. A deficiéncia em vitamina D também tem sido associada a

hipertens&o e ao aumento da mortalidade por doenga cardiovascular [68].
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2.2.7. Optimizacdo dos Niveis de Vitamina D no Soro

Muitos individuos em climas temperados e frios ndo passam o tempo suficiente no
exterior para uma adequada exposi¢cdo a luz solar ou podem nao ingerir vitamina D
suficiente através da sua dieta para a protecdo da sua salde 6ssea. De facto, para a
producdo de vitamina D suficiente em individuos de pele clara, é necessario uma
exposicado corporal de 15% - maos, cara e bracos ou uma area equivalente — a luz
solar durante 10 a 15 minutos, quatro a seis vezes por semana, dependendo um
pouco da quantidade do seu precursor, 7-des-hidrocolesterol, presente na pele [69,70].
Em individuos de pele clara com uma exposi¢éo 6tima a luz solar e com uma irritacao
minima, a pele deve gerar aproximadamente 10000 Ul de vitamina D; em 24 horas de
exposicao. Normalmente, o aumento do nivel de vitamina D demora entre 7 a 14 dias
apo6s exposicao solar.

Deste modo, uma exposi¢cdo solar, uma dieta adequada e eventualmente alguma
suplementagdo em vitamina D pode prevenir a deficiéncia nesta vitamina D uma vez
gue a maioria dos adultos necessitam de 600 a 2000 Ul de vitamina D por para manter
os niveis fisiologicos da vitamina no soro [1].

Quanto aos niveis de 250HD no soro, idealmente, devem situar-se entre 50 — 60
nmol/L, no final do Inverno e por isso, no final do Verdo a sua concentracdo deve ser
mais elevada de forma a permitir o decréscimo gque ocorre no Inverno [71].
Considerando os factos disponiveis, a introducdo de uma politica nacional de
fornecimento de uma rotina de suplementagcdo de vitamina D a populagbes

vulneraveis, como as residentes em lares, iria auxiliar na reducdo de quedas e fraturas

[1].

2.3. Suplementacéo da Vitamina D

Atualmente, a preocupacdo com a ingestdo de vitamina D tem-se tornado importante
devido ao crescente reconhecimento de que a sua sintese através da exposi¢ao solar
pode nao ser suficiente conforme referido anteriormente. Devido a varios fatores, tais
como tipo de roupa, cor da pele e latitude do local, que podem dificultar a sintese
cutdnea da vitamina D, pode ser necesséario recorrer a fontes alimentares para

satisfazer as necessidades de vitamina D [72].
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Ao contrario de muitos suplementos, a adicdo de vitamina D tem, normalmente por
objetivo corrigir uma deficiéncia ambiental existente (menor exposi¢cdo a radiacéo

ultravioleta) e n&o de corrigir a sua falta devido a razdes nutricionais [73].

Nos Estados Unidos, os produtores ha ja alguns anos que adicionam vitamina D a
determinados alimentos, tais como leite, sumo de laranja fortificado com célcio,
margarina e manteiga, e cereais de pequeno-almogo. Além disto, a vitamina D é por
vezes adicionada a produtos lateos para além do leite, tais como iogurte e queijo
fatiado americano, e também em massas [73,74].

Em Portugal, existem no mercado varios suplementos vitaminicos contendo a vitamina
D, a maioria em associagdo com outros elementos. Nestes suplementos, a vitamina D
€ disponibilizada sob a forma de vitamina D, ou D3. Tal como nos Estados Unidos e
em outros paises europeus, em Portugal existem no mercado alimentos fortificados
tais como iogurtes, leite, cereais de pequeno-almoco, férmulas infantis entre outros,
embora no caso portugués nao corresponda a qualquer politica de salde que

constitua uma obrigag&o por parte dos fabricantes [64].

2.4. Dose Diaria Recomendada

Existe alguma variagcdo nas recomendacgfes dietéticas para a vitamina D nos paises
europeus. A dificuldade em estabelecer doses diarias recomendadas para a vitamina
D resulta da dupla natureza do fornecimento desta vitamina [75]. Na maioria dos
paises, a DDR apresenta-se entre 5 a 10 pg/dia, normalmente superior para 0s idosos
e criangas com menos producdo de vitamina D cutanea. Antes de 1997, a DDR de
vitamina D para bébes e criangas era cerca de 10 pg (400 IU) nos Estados Unidos da
Ameérica [76]. Este valor teve como base o facto de corresponder, aproximadamente, a
guantidade existente numa colher de cha (5 mL) de 6leo de figado de bacalhau, que
h& muito tempo foi considerado seguro e eficaz na prevencao do raquitismo [77].

Em Novembro de 2010, o Institute of Medicine (IOM) emitiu um breve relatério sobre a
ingestdo de célcio e vitamina D e sobre as doses diarias recomendadas para cada
faixa etéaria (tabela 1) [78].

As quantidades de vitamina D sdo apresentadas normalmente em pg, sendo que 1 pg

€ equivalente a 40 Ul ou 2,6 nmol de vitamina D; [73].
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Tabela 1 — Recomendacfes da ingestéo diaria de vitamina D segundo o IOM [78]

_ » Necessidade média DDR Maximo admitido
Faixa etaria : : : :
(estimada) (Ul/dia) (Ul/dia) (Ul/dia)

0 a 6 meses 400 400 1000
6 a 12 meses 400 400 1500
1 a3 anos 400 600 2500
4 a 8 anos 400 600 3000
9 a 13 anos 400 600 4000
14 a 18 anos 400 600 4000
19 a 30 anos 400 600 4000
31 a 50 anos 400 600 4000
51 a 70 anos 400 600 4000
> 70 anos 400 800 4000

14 a 18 anos, gravidas /
400 600 4000

amamentando

19 a 50 anos, gravidas /

400 600 4000

amamentando

Apesar da nova DDR para a vitamina D nos EUA apresentar o valor de 15 ug (600 Ul)
/dia [79], para a maioria dos adultos, varios estudos referem que a quantidade
benéfica mais adequada seria entre 20-25 pg (800-1000 Ul)/dia, com base na medicao
da densidade 0ssea e na prevencédo de fratura em idosos [80,81]. Por este motivo nos
EUA, a DDR foi aumentada para 800 Ul/dia para individuos com idades superiores a
70 anos. O aumento da DDR vai permitir diminuir a probabilidade do aparecimento de
hiperparatireoidismo secundario induzido pela deficiéncia de vitamina D e originar
concentracdes séricas de 250HD mais proximas as necessérias para outros
beneficios para a saude.

As recomendacfes recém-publicadas do IOM conduzem a um aumento significativo
dos valores anteriormente publicados, nomeadamente, referem a triplicacdo das doses
recomendadas de vitamina D para criancas e 0 aumento de 1,5 a 3 vezes para adultos
até a idade de 70 anos, em consequéncia do progresso cientifico no campo da
vitamina D.

A Organizacdo Mundial de Saude, OMS, recomenda a ingestédo diaria de vitamina D
de 5 pg (200 UI) para criancas e adultos até 50 anos (inclusive mulheres gravidas e a
amamentar), 10 ug (400 Ul) a partir de 51 - 65 anos e 15 pg (600 Ul) para pessoas

com mais de 65 anos [82]. Nos paises da Europa as recomendacdes para a ingestdo
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de vitamina D variam e tendem a ser mais elevadas do que os valores prospostos pela

OMS [83]. Em Portugal, a DDR atual &€ de 5 pg/ dia para qualquer faixa etaria [2].

Se o0 objetivo da suplementacdo de vitamina D é simplesmente evitar uma
osteomalacia severa, entdo um requisito minimo de 2,5 pg (100 Ul/dia) pode ser
adequado em alguns casos. Quando a suplementacdo apresenta o valor de 10 ug
(400 UI) vitamina D/dia, o nivel de 250HD aumenta para aproximadamente 45 nmol/L
[84,85]. Contudo, a ingestédo de vitamina D diaria de 5 pug (200 Ul) pode ser adequada
para manter as concentracbes médias de 250HD no soro a 25 nmol/L, embora nao
exista informacao suficiente para esta concluséo.

Existe uma visdo predominante de que a exposi¢cdo ocasional do rosto e das maos a
luz solar sera "suficiente" para um nivel de vitamina D adequado. Na verdade, esta
exposi¢cdo pode fornecer 5-10 pg (200-400 Ul) de vitamina D durante os meses de
maior luminosidade.

No entanto, uma exposicdo de 5% da pele produz uma concentracdo média de
250HD de apenas 35 nmol/L, o que deixaria mais de metade da populacdo com
deficiéncia em vitamina D [86].

Outra forma de aumentar a ingestado de vitamina D tem sido a administragdo de uma
Unica dose com concentragéo elevada de vitamina D, quer oralmente quer por injegao.
Devido ao tempo de meia vida da vitamina D ser superior a 1 ou 2 meses, esta
metodologia pode fornecer niveis de vitamina suficientes para uma grande parte do
ano [73].

2.5. Toxicidade da vitamina D

A vitamina D é toxica quando ingerida em elevadas quantidades. Em adultos, tomas
diarias de vitamina D acima de 50000 Ul produzem sintomas de toxicidade, tais como,
anorexia, desidratacdo, fraqueza muscular, enxaqueca, nausea, vomitos, polilria
(producéo excessiva de urina) e polidiosia (beber frequentemente devido a uma sede
extrema). Os niveis de célcio no soro aumentam como consequéncia da
desmineralizagcdo 6ssea e o calcio € depositado nos rins causando hipertenséo,
insuficiéncia renal, insuficiéncia cardiaca e anemia. A hipervitaminose D resulta de
sobressuplementacdo com produtos farmacéuticos e ndo do consumo de géneros
alimenticios usuais. A hipervitaminose D também ndo é gerada por uma exposi¢cao

solar ilimitada, uma vez que o bronzeamento da pele cria um filtro para a luz UV que
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previne a conversdo do 7-des-hidrocolesterol em colecalciferol. A toxicidade da
ingestdo excessiva de vitamina D esta relacionada com os efeitos farmacéuticos do
250HD em elevada concentracdo, mas mesmo assim a concentracdo de 1,25(0OH),D
ndo aumenta abruptamente em pacientes intoxicados com vitamina D [87,88].

Contudo, a ocorréncia de toxicidade ndo se verifica, normalmente, com doses de

vitamina D até 5000 Ul/dia mesmo com um tratamento a longo prazo [89,90].

2.6. Hipersensibilidade a vitamina D

O hiperparatiroidismo primario é provavelmente o exemplo mais comum de
hipersensibilidade a vitamina D, promovendo a reabsor¢cdo Ossea e a absorcao
intestinal do célcio [91]. Em individuos com hiperparatiroidismo, a vitamina D aumenta
a hipercalcemia, niveis elevados de célcio no sangue, devido a ligacdo entre a
ingestdo de vitamina D e a producgéo 1,25(0OH),D.

A hipercalcemia pode ser observada em individuos que sofrem de sarcoidose,
tuberculose ou linfoma devido ao aumento da toma de vitamina D, podendo nestes
casos especificos ser prudente reduzir ou evitar quaisquer fontes dietéticas ou

ambientais de vitamina D [92].

3. Métodos Analiticos para a Determinacéo de Vitamina D

Durante muitos anos, a determinacao da vitamina D em alimentos foi realizada através
de métodos bioquimicos. Estas técnicas, embora especificas para a vitamina D, eram
demoradas e com grande incerteza associada, n&o distinguindo os diferentes
componentes bioativos da vitamina D [93].

Os meétodos mais especificos, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), surgiram ha trés décadas atras, e foram aplicados inicialmente a
determinacgdo da vitamina D3 em leite e em pescado [94]. Este método consistia numa
saponificacdo lipidica, extracdo liquido-liquido, a purificacdo por HPLC semi-
preparativa e quantificacdo por HPLC com padrdes externos e detecédo de UV.

Desde o método de Thompson publicado em 1982 [94], muitas modificacdes e
melhorias para a analise de vitamina D em produtos alimentares tém sido publicadas.
No mesmo ano, Sivell e Jackson relataram a utilizacdo de vitamina D, como um

padréo interno (PI) na determinacao da vitamina D; em ovos [95,96].
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Para a determinag&o da vitamina D; em gema de ovo por Mattila em 1992, foi relatada
a introducéo de uma extracado em fase solida (SPE), antes do passo de purificagdo em
fase normal e a detegdo com um detetor com uma rede de diodos (DAD) [97].
O mesmo autor referiu a determinagdo da 250HD; na mesma matriz alimentar com
um principio semelhante, utilizando a 250HD,, como padrdo interno [98].
Posteriormente, estes investigadores relataram a analise de ambos os compostos
utilizando um método Unico para produtos lateos, carne crua e figado [99].
Existem inimeros métodos para a determinacdo da vitamina D, conforme referido no
anexo 1, porém a grande maioria destes métodos sdo baseados em métodos oficiais
publicados por organizagdes como Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
International, Comité Europeu de Normalizagdo (CEN), International Dairy Federation,
EUA Pharmacopeia e International Organization for Standardization (1SO).
Existem inumeros métodos publicados pela AOAC International, a organizacao
responsével por estabelecer métodos oficiais. Destes métodos, sete métodos quimicos
sdo referentes a vitamina D:
e Meétodo 992.26 - vitamina D3z em férmulas infantis a base de leite utilizando
cromatografia liquida (1992 — 1995);
e Método 995.05 - vitamina D nas formulas infantis utilizando HPLC (1995);
e Método 2002.05 — vitamina D; em alimentos selecionados (leite e queijo)
utilizando HPLC de fase reversa, RP-HPLC-DAD/UV (2002);
e Meétodo 2011.11 — Vitamina D em fémulas infantis e suplementos nutricionais
para adultos/pediatricos utilizando cromatografia liquida de ultra performance
com detecao por espetrometria de massa sequencial, UHPLC — MS/MS (2011);
e Meétodo 2011.12 - Vitamina D, e D; em férmulas infantis e suplementos
nutricionais para adultos/pediatricos utilizando UHPLC — MS/MS (2011);
e Método 2011.13 — Vitamina D, e D3z em férmulas infantis e suplementos
nutricionais para adultos/pediatricos utilizando HPLC — MS/MS (2011);
e Método 2012.11 — Vitamina D, e D3z em férmulas infantis e suplementos
nutricionais para adultos/pediatricos utilizando HPLC com espetrometria de

massa sequencial com fonte de ionizacéo, ESI LC — MS/MS (2012).

A metodologia de determinagdo da vitamina D foi constantemente desenvolvida e
aperfeicoada, incluindo o uso de um Pl de vitamina D,, resultando no método da
norma europeia EN 12821 [100], seguida neste trabalho.

Existem quatro métodos oficiais que utilizam a quantificacdo por Pl na determinacao
da vitamina D, 0 AOAC 995.05, o AOAC 2002.05, o AOAC 2011.12 e a EN 12821.
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Os padrdes internos devem ser adicionados a amostra 0 mais cedo possivel,
geralmente imediatamente apos a preparacdo das aliquotas de amostras. Além disso,
as suas propriedades quimicas e fisicas devem ser o mais semelhantes possivel as
dos analito. A utilizacdo do Pl na determinacéo da vitamina D corrige as variacdes de
concentracdo ocorridas durante o procedimento experimental, ou seja, a
transformacdo da vitamina D em pré-vitamina D durante a saponificacdo [102]. A
determinacdo de vitamina D3 pode ser efetuada utilizando a vitamina D, como padrdo
interno, e a vitamina Dz como padrdo interno quando necessario a determinacdo da
vitamina D, nas amostras, pois as duas formas ndo se apresentam normalmente
juntas em produtos alimentares fortificados [101].

A quantificacdo por padrdo interno é realizada através de racios de resposta do
analito/padréo interno, sendo as alteracbes sofridas por ambos durante o
procedimento corrigidas. O fator de resposta define-se como a razéo entre a area do
pico do analito e a area do pico padrdo interno, no cromatograma obtido. Como o
padrdo interno adicionado a amostra apresenta as mesmas propriedades que o
analito, as alteracdes sofridas por este irdo ser proporcionais as sofridas pelo analito
[102,103].

Tém sido publicados na literatura muitos estudos em que se recorre a analise de
HPLC de fase normal (NP-HPLC), na determinagdo da vitamina D no leite e nas
férmulas infantis [104,105]. Uma vantagem de NP-HPLC reside no facto dos
triglicéridos e de outros compostos serem facilmente eluidos da coluna. Assim, uma
injecdo direta no sistema de HPLC da amostra €, portanto, possivel, evitando a
necessidade de um tratamento prévio. Na NP-HPLC, a vitamina D; e D, séo
isocraticamente separadas dos respetivos isbmeros de pré-vitamina, mas nao é
possivel a resolugéo entre as vitaminas D, e D3[106].

Por sua vez também tém sido usados métodos com base em HPLC de fase reversa
(RP-HPLC) para determinar a vitamina D no leite e formulas infantis [107,108]. Com
esta metodologia foi possivel separar a vitamina D, da vitamina Ds. Este facto permite
que a vitamina D, possa ser usada como um padréo interno para quantificar a forma
de vitamina D3, e torna possivel corrigir as perdas potenciais de vitamina D durante o
longo processo de tratamento da amostra. Uma desvantagem de RP-HPLC é a
impossibilidade de uma injecéo direta de extrato uma vez que 0s compostos solluveis
em gordura (interferentes) podem afetar a eficiéncia da coluna, a forma do pico e
reprodutibilidade dos ensaios [106].

Nos ultimos 10 anos, foram publicados métodos de HPLC com sistemas de deteg&o

bastante distintos, tais como espetrometria de massa (MS) e espetrometria de massa
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sequencial (MS/MS), em complemento aos DAD-UV, utilizados exclusivamente até
entéo.

Com o aparecimento das técnicas de HPLC-MS e HPLC-MS/MS, estas também foram
aplicadas a determinagéo da vitamina D. Apesar da alta seletividade e sensibilidade da
técnica de HPLC-MS/MS, os analistas ainda enfrentam dificuldades analiticas como
demoradas etapas de pré-purificacdo, saponificacdo, ou extracdo da fase soélida
(SPE), devido a natureza complexa do analito e da matriz, que dificulta analises de
rotina [109].

Os diferentes métodos utilizados para a determinacdo da vitamina D sdo bastante
semelhantes no que se refere aos passos de preparagcdo da amostra até ser injetada
nos sistemas de HPLC. As amostras sdo saponificadas de forma a hidrolisar os lipidos
e extrair as vitaminas D, e Ds. Estas vitaminas sao recolhidas em seguida como um
Unico pico usando NP-HPLC e sado posteriormente separadas utilizando cromatografia
analitica de fase reversa com detecdo UV utilizando uma rede de diodos e em alguns
casos espectrometria de massa. Existem variagcdes a este método devido ao uso de
diferentes temperaturas e tempos de saponificagdo, de diferentes solventes de
extracdo (hexano ou éter/éter de petréleo) e na utilizacdo de PI [110].

Existem dois problemas com os métodos normalizados para alimentos enriquecidos.
Em primeiro lugar, os métodos apresentam-se bastante longos e detalhados, sendo
necessaria uma atencéo redobrada, exigindo um analista qualificado para a diminui¢ao
do potencial erro e mé preciséo.

Em segundo lugar, os métodos s6 foram validados para vitamina D em produtos lateos
enriguecidos, e nao para outros tipos de alimentos. Alargar a aplicabilidade dos
métodos € obrigatério para que os dados sobre a composi¢cdo de alimentos sejam
confidveis. Atualmente, isto é especialmente critico uma vez que muitos dos novos
alimentos enriquecidos (por exemplo, sumo de laranja nos EUA e cereais) tém
carateristicas diferentes, o que pode afetar a extracdo e separacdo de vitamina D3
[110].

3.1. Principios de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O equipamento de HPLC apresenta varios componentes, tais como, reservatérios para
a fase movel, bomba, injetor, coluna de separacdo, onde se encontra a fase
estaciondria, um detetor e um sistema de aquisicdo de dados. Muitos modelos

permitem a regulagdo da temperatura da coluna o que indiretamente regula a
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temperatura da fase mével, e das amostras através de sistemas de
arrefecimento/aquecimento [4].

Num procedimento usual, a amostra € injetada através do injetor automatico e
arrastada pela fase mével que se encontra sob presséao, através da coluna que contém
a fase estacionaria. Os componentes da amostra sdo separados através de interacdes
com a fase moével e com a fase estacionaria. Estes analitos, ao sairem da coluna,
passam por um detetor que gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de analito
gque estd a passar na célula do detetor [111].

O equipamento encontra-se ligado a um computador onde se registam e processam
os dados necessérios de forma a gerar o cromatograma, o qual € utlizado para
identificar e quantificar os componentes da mistura. Cada constituinte tem um tempo
de retencao carateristico, que permite a sua analise qualitativa. A analise quantitativa
€ realizada comparando a resposta do analito presente na mistura com a resposta
(&rea do pico) de solu¢Bes padrao cuja concentracdo € exatamente conhecida [111].
Os diferentes componentes de um sistema de HPLC sdo apresentados no diagrama

na figura 4.
‘ i Amostra [ 7
Bomba R Injetor mu [ ﬂ] Detetor ‘
Coluna _‘_Q_I'
Reservatorio Sistema de
de fase 5 aquisicdo de dados
movel
Residuo

Figura 4 - Componentes de um cromatografo de HPLC [112]

Por vezes, é necessario isolar e purificar o0 composto desejado presente numa mistura,
antes da a sua identificacdo e quantificacdo, utilizando uma HPLC preparativa. Esta
técnica cromatografica permite a recolha da fragdo da amostra contendo o composto
desejado. Com o composto purificado, procede-se a sua identificagdo e quantificacdo
através de uma HPLC analitica. A diferenca entre estes dois tipos de HPLC reside no
tamanho da particula que atravessa a coluna e por consequente o diametro da coluna
utilizado [113].

Existem dois modos de eluicdo em HPLC: elui¢éo isocratica em que, a composi¢ao da

fase movel é constante ao longo do tempo, quer se trate de um solvente puro ou uma
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mistura de solventes [4]. A eluigdo gradiente, € ao contrario do modo anterior, quando
ocorrem mudancas de composicao da fase movel durante a separacéo. A eluicdo em
modo gradiente é (til para amostras que contém compostos com uma vasta gama de
polaridade. A medida que os rendimentos de separacdo diminuem, a forca de eluicéo
da fase moével aumenta, de forma a eluir os componentes da amostra mais fortemente
retidos na fase estacionéria [4].

Os modos de separacdo em HPLC podem seguir varios mecanismos. Em analise
alimentar é frequente a utilizacdo de HPLC em fase normal e em fase reversa.

Em fase normal, a fase estaciondria é polar e a fase mével apolar, pelo que aquela
retém durante mais tempo os compostos polares. Tipicamente a fase estacionaria
deste tipo de separacdo €& constituida por silica e a fase movel é constituida por
compostos organicos, ndo sendo utilizada agua na fase mével neste tipo de separagéo
[4,114].

Hoje em dia, porque € mais reproduzivel e tem maior gama de aplicabilidade, a
cromatografia de fase reversa, é a utilizada com maior frequéncia. A maioria dos
protocolos utiliza como fase mdével uma solucdo aquosa de um solvente orgéanico
polar, tal como acetonitrilo ou metanol. Esta mistura permite uma boa interagdo entre
0s analitos e a superficie das particulas nao-polares, hidrofébicas da fase estacionéria
[114,115]. Em fase reversa, oposto ao de fase normal, a fase movel é polar e a fase
estacionaria € apolar, sendo por isso 0s compostos menos polares, 0os mais retidos na
coluna.

O enchimento da coluna é realizado com silica modificada quimicamente de forma a
tornd-la ndo polar, recorrendo a ligacdo de cadeias de hidrocarbonetos na sua
superficie, usualmente com 8 ou 18 atomos de carbono, denominando-se colunas Cg
ou Cyg, respetivamente. A retencdo em fase reversa € baseada na interacdo da parte
hidrofébica do analito e as zonas hidrofdbicas da fase estacionaria [4,115]. O solvente
polar e as moléculas polares presentes na amostra a analisar vao interatuar
fortemente entre si a medida que estas atravessam a coluna, ndo sendo significativa a
sua interacdo com as cadeias de carbono ligadas a silica (apolares). Sendo assim
estas moléculas irdo eluir rapidamente da coluna [114]. Os compostos ndo polares na
mistura sdo atraidos pelos grupos de hidrocabonetos ligados a silica da fase
estacionaria devido a forcas de dispersédo de van der Waals. Assim, as moléculas néo

polares ir8o atravessar a coluna mais lentamente do que as polares [116].
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4. Validacdo de um Método Analitico

A norma ISO/IEC 17025 - Requerimentos gerais para Laboratérios de Ensaio e
Calibracéao, define validacdo de um método analitico como a “comprovacao, através do
fornecimento de evidéncia objetiva, de que o método cumpriu os requisitos para uma
aplicacdo ou uso especifico pretendido” [117].

O principal objetivo da validagdo de um método é o de demonstrar a fiabilidade deste
para a determinagéo do teor de um analito numa determinada matriz analitica [118].

O processo de validacdo de um método deve estar descrito num procedimento
laboratorial, e as determinacdes dos paramentros de validacdo devem ser realizadas
em equipamentos e instrumentos dentro das especificagdes, funcionando
corretamente e adequadamente calibrados [119].

Os parametros de validagdo de um método analitico incluem: gama de
trabalho/linearidade; limiares analiticos (limite de detecéo e limite de quantificacdo);

sensibilidade; preciséo; exatidao; recuperacao.

> Gama de Trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma gama de concentracdes do analito no
qual o método pode ser aplicado. Dentro desta gama pode existir uma faixa de
resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal terd uma relagéo linear com a
concentracdo de analito. A gama linear de trabalho de um método de ensaio
representa o intervalo entre os niveis inferior e superior de concentracdo do analito no
qual foi demonstrado ser possivel a determinacdo com a precisdo, exatidao e
linearidade exigidas, sob as condi¢des especificadas para o ensaio [119].

Quando se utiliza uma metodologia que envolve o tragado de uma curva de calibracao,
a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade das variancias. E
recomendado seguir a norma ISO 8466-1 para modelos lineares e a norma 1SO 8466-
2 para modelos polinomiais de 2° grau. De acordo com a Norma 8466-1, analisam-se
10 réplicas independentes dos padrbes de concentragbes mais baixa e mais elevada e

calculam-se as respetivas variancias.

Teste de homogeneidade de variancias

Determinam-se as variancias associadas ao primeiro e ltimo padréo (S, e S;,°) de

acordo com a equagao 1.
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_ 2
2_zj1=01 (yi,j Yi)
Si - ni—1 (1)

_ 3%y ) . . . .
sendo Y, =% , em que y; € o valor do sinal (area) no ponto i e y; a média dos valores
I

dey,, parai=1 e i=10,
i - 0 nimero do padrao (neste caso i vai de 1 a 10)

j — 0 numero de repeticdo efetuadas para cada padréo

As variancias sdo testadas para examinar se existem diferengas significativas entre

elas, nos limites da gama de trabalho, efectuando o célculo do valor teste PG:

2
a) PG= 38—1%0 quando S%>S?, )

2
b) PG:SS—;O quando S%>S%, ©)

Compara-se este valor de PG com o valor F tabelado da distribuicdo de
Snedecor/Fisher, para n-1 graus de liberdade:
* Se PG < F, as diferencas de variancias ndo séo significativas e a gama de trabalho

esta bem ajustada.

* Se PG > F, as diferencgas de variancias séo significativas e a gama de trabalho deve
ser reduzida até que a diferenca entre as variancias relativas ao 1° e ultimo padréo
permitam obter PG < F [120].

» Linearidade/ Curva de Calibracéo

A linearidade relaciona-se com a capacidade de um método analitico para produzir
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, numa
dada gama de concentracdo. Assim, a quantificacdo requer que se conheca a
dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do analito, que no caso de
uma reta corresponde a conhecer o declive e a intersecdo na ordenada da origem.

A calibracdo através de uma reta pode ser obtida utilizando padrBes externos e
formulada como uma expressdo matematica usada para o célculo da concentragdo do

analito a ser determinado na amostra real.
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A equacdao da reta que relaciona as duas variaveis é:
y =a+ bx
em que,
y - resposta medida (altura ou area do pico em cromatografia);
X - concentracao;
b - declive da curva de calibracéo;

a - intersecdo com o eixo y.

A linearidade de um método pode ser observada pelo gréafico dos resultados dos
ensaios em funcdo da concentracdo sendo a equacdo da regressdo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados.

Para avaliar se a correlagéo linear é adequada como modelo matematico é usado o
coeficiente de correlacdo o qual deverd ser igual ou superior a 0,995 [119].

O modelo de ajuste linear pode ser avaliado através de um modelo estatistico, referido
na norma ISO 8466-1. A partir do conjunto dos pontos da gama de trabalho, e de
forma a verificar se o0 modelo linear é adequado compara-se este com um modelo de
ajuste polinomial utilizando os respetivos desvios-padréo residuais, Syxe Sy..

A diferenca das variancias (DS?) é calculada pela equagéo 4:

DS?= (N - 2) x S%- (N - 3) x S% 4)

em que N é o numero de padrdes de calibracao.

Calcula-se o valor teste, PG:

PG=—- (5)

Compara-se este valor de PG com o valor F tabelado da distribuicdo de
Snedecor/Fisher:

» Se PG < F, a funcédo de calibracdo € linear, o ajuste polinomial ndo é significamente
melhor que o linear;

7

+ Se PG > F, a funcdo de calibracdo é n&o linear, ou seja, o ajuste polinomial é

significativamente melhor que o linear [120].
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> Sensibilidade

A sensibilidade é um parametro que demonstra a variagdo da resposta em funcao da
variagdo da concentracdo do analito. No caso de métodos em que a calibracao é feita
através de uma reta a sensibilidade pode ser expressa pelo declive da reta de
regressao de calibracdo, conforme a equacéo 6.

dy
— 6
S I (6)

em que,
S - sensibilidade;
dy - variacdo da resposta do aparelho;

dc - variacdo da concentracdo [119,120].

» Limiares analiticos

Existem diversas formas de calcular os limiares analiticos, limite de detecéo e limite de
guantificacdo. As abordagens mais utilizadas no calculo destes limites s&o

apresentadas em seguida [120].

e Limite de detecéo (LD)

O limite de detecdo (LD) é definido como o teor minimo medido, a partir do qual é
possivel detectar a presen¢ca do analito com uma certeza estatistica razoavel. Este
limiar analitico corresponde a mais pequena quantidade de substancia a analisar que
pode ser detetada numa amostra, mas ndo necessariamente quantificada como valor
exato, e os métodos mais utilizados para a sua determinagdo sdo a partir da razédo
sinal/ruido e a partir da curva de calibragéo.

Em termos qualitativos, o conceito de limite de detecao corresponde a concentracdo
minima que é possivel distinguir do branco [120].

O método da razao sinal/ruido consiste na comparacédo entre a medicdo dos sinais do
composto de interesse na matriz em concentracbes conhecidas e baixas do composto
de interesse e um branco destas amostras. A razao sinal/ruido pode ser de 3:1 ou 2:1,
propor¢cdes geralmente aceites como estimativas do limite de dete¢do, dependendo

dos autores [121].
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Se o LD, for determinado a partir da curva de calibragéo, neste caso ter-se-a:

[3,3.S]

5 ()

LD=

em que:
Sy - desvio padréao residual da curva de calibragéo
b - declive da mesma [119].

e Limite de Quantificagéo (LQ)

O limite de quantificacdo é a menor concentragdo do analito que pode ser determinada
com um nivel aceitavel de exatiddo e precisao.

Na maioria dos casos corresponde ao padrdo de calibracdo de menor concentracao.
Este limite, apGs ter sido determinado, deve ser confirmado com matrizes contendo a
concentracdo do analito préxima do limite de quantificagdo para averiguar se a
precisdo é satisfatdria [119,120].

Tal como o LD, o LQ pode ser determinado a partir da razdo sinal/ruido (em geral,

10:1) e ou através da curva de calibragéo, apresentada na equagéo 8, [121]:

o=l O-bSy/x] ®)

em que:
Sy - desvio padréo residual da curva de calibragéo
b - declive da curva de calibragéo [119].

> Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes,
em condic¢des definidas.

E normalmente determinada para circunstancias especificas de medicdo e as duas
formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetibilidade e da precisdo
intermédia, sendo usualmente expressas através do desvio-padrao [118].

O desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV (%)), equacéo 9, pode
ser mais Util neste caso, pois € normalizado com base na concentracao e deste modo
é praticamente constante ao longo da faixa de interesse, ndo devendo ultrapassar os
15% [118].
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CV (%) == x 100 (9)

em que:
s - desvio padrao;

X - concentracdo média determinada

e Repetibilidade

A repetibilidade representa o grau de concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de uma mesma amostra, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes de
medi¢cdo: mesmo procedimento de medigdo, mesmo observador, mesmo instrumento
utilizado sob mesmas condigcbes, mesmo local, sendo que as repeticbes devem ser
realizadas num curto espaco de tempo, normalmente no mesmo dia de analise [120].
Para avaliar a repetibilidade de um método, efectuam-se uma série de medigdes sobre
uma mesma matriz, nas condicbes de repetibilidade referidas anteriormente. A
estimativa da variagéo, variancia (S%) de um método de analise pode ser determinada
pela média ponderada das estimativas das variagbes de w séries de andlises
realizadas nas condi¢fes de repetibilidade. Tendo em conta que a repetibilidade pode
variar com o teor do elemento a dosear, esta Ultima condi¢cdo assegura, em principio, a
igualdade estatistica das variacbes de w séries de analises. Assim, a variancia
associada a repetibilidade (S?%) do método de ensaio, para cada nivel i de

concentracéo é dada por:

A [GWEDE]
AR XOWD)

(10)

em que,

S2, - variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para cada
laboratorio;

S2,i - variancia associada aos resultados considerados, para cada laborat6rio;

(nyi-1) - graus de liberdade da série de analises;

p - nimero de laboratérios participantes [120].

e Precisdo intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra ou

amostras idénticas, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, variando as
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condicbes de analise, de forma a reproduzir as varia¢cdes normalmente observadas no
laboratério, tais como, diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes
tempos.

Esta medida de precisdo € reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um laboratério e para a sua determinacao efetuam-se uma série de
medicbes sobre a amostra, nas condicdes pré-definidas. Quando aplicivel, este
procedimento pode repetido sobre outras amostras, abrangendo outros niveis de
concentracao, ja que pode variar com a concentracdo e a matriz.

Dependendo do ensaio e do tipo de aplicacdo do estudo da precisdo intermédia,
existem varios métodos para determinacdo e controlo deste parametro de qualidade,

tais como, por meio da equagéo:

. 1 t n 2
Sigr= t(n-1)ZZ(yjk'yj) (11)

em que:
Sijx - desvio padréo de precisdo intermediaria (onde os simbolos relativos as
condi¢Bes intermediarias de precisdo podem aparecer entre paréntesis, ex: Si (T.O.)
significa tempo e operadores diferentes)

t — total de amostras ensaiadas;

n — total de ensaios efetuados por amostra;

j—n°daamostra,j=1,t

k — n° do ensaio da amostra j, k=1, n

yi — valor do resultado k para a amostra j

yi- representa a média aritmética dos resultados da amostra j [119,120].
> Exatiddo

A exatiddo de um método analitico é definida como a aproximacao entre o resultado
da medicdo e o valor verdadeiro da amostra (normalmente desconhecido), podendo
ser determinado de variadas formas:

e através da participacdo em ensaios interlaboratoriais;

e pelo estudo de materiais de referéncia certificados;

e por comparacao com resultados obtidos através de métodos de referéncia, em

que se assume o valor do método de referéncia como o valor verdadeiro.
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Sempre que possivel, os materiais de referéncia certificados (MRC) devem ser
utilizados no processo de validagdo de um método de ensaio. Um MRC possui um
valor certificado por um organismo competente para o teor de um determinado analito
na amostra e uma incerteza associada. E muito importante, portanto, que o
fornecimento desses MRC seja realizado por organismos reconhecidos e confiaveis
(como por exemplo: National Institute of Standards and Technology (NIST), LGC
Standards).

Na avaliacdo da exatiddo utilizando um material de referéncia certificado, os valores
obtidos pelo laboratério, média e o desvio padrdo de uma série de ensaios em
duplicado, devem ser comparados com os valores certificados do material de
referéncia. Para esta comparagdo podem ser utilizados diversos critérios de deciséo,
entre 0s quais o erro relativo, teste de hipéteses, indice z (z-score), erro normalizado
[119,120].

No caso de se recorrer ao indice z, que também se utiliza para avaliar o desempenho

de um laboratério num ensaio interlaboratorial, tem-se de acordo com a equagéo 12:

Xlab -X
z= % (12)

em que,
Xlab - valor obtido pelo laboratério;
Xv - valor aceito como verdadeiro (valor certificado do MRC ou valor aceite como
verdadeiro num ensaio interlaboratorial);
s - desvio-padrao dos ensaios realizados (em todos os laboratérios, no caso de
ensaios interlaboratoriais).
A avaliacao é feita de acordo com o seguinte critério de deciséo:
|z| £ 2 => resultado satisfatorio;
2 <|z| = 3 => resultado questionavel;

|z|> 3 => resultado insatisfatoério.

» Recuperacgdo

A recuperacao do analito pode ser estimada pela anélise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas desse mesmo analito. As amostras pode ser adicionado o
analito em pelo menos trés concentracdes diferentes, por exemplo, préximo do limite
de detecgdo, proximo da concentracdo maxima permitida e uma concentracdo proxima

da média da gama de trabalho do método.
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Em geral, os valores de recuperacdo devem estar compreendidos entre 80 e 120%

[122], e calculam-se através da equacao 13:

C4-Cy

Recuperacao (%)= x100 (13)

em que,
C; - concentracdo determinada na amostra adicionada,
C, - concentracao determinada na amostra nao adicionada,

C;- concentragdo adicionada [119].

> Estimativa da incerteza dos resultados

A determinacdo de um parametro esta sempre associada a uma incerteza de medicao.
O Guia ISO/IEC 99:2008, caracteriza a incerteza de um resultado como “parametro
nao-negativo que caracteriza a dispersdo dos valores de uma grandeza que séo
atribuidos a mensuranda a partir das informagfes usadas” [123].

O calculo das incertezas dos resultados pode ser realizado com base no “Guia para a
Quantificacdo da Incerteza em Ensaios Quimicos” [124]. Este guia refere varias
abordagens de determinacao da incerteza de medig¢do: abordagem “passo a passo”;
abordagem baseada em dados interlaboratoriais e abordagem baseada nos dados de
validacao.

A abordagem baseada nos dados obtidos ao longo da validacdo envolve a utilizacédo
dos resultados obtidos na avaliagdo da preciséo intermédia e da exatidao.

e Quantificacdo da incerteza associada a preciséo

Na avaliacdo da incerteza associada a precisdo devem ser apenas utilizados os
valores de precisao intermédia em vez dos valores de repetibilidade pois os valores de
precisao intermédia refletem variagcbes do método que usualmente sédo constantes no
mesmo dia de trabalho [124]. Assim, a incerteza relativa associada a precisdo

(Urprecisao), € obtida através da equacéo 14:

_Sig (14)
Ur,preciséo_T
em que:

Sij— desvio padréo da preciséo intermédia obtido a partir da equagéo 11
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X —média da concentracdo determinada
e Quantificacdo da incerteza associada a exatidao

A determinacgdo da incerteza associada a exatiddo do método estéa relacionada com o

erro sistematico que ocorre em todas as analises. Quando no método se avalia um

MRC, estima-se a recuperagdo média do método (Rm=:ﬂ) e os valores obtidos séo
MRC

utilizados na avaliacéo da incerteza relativa associada a exatidéo, u,(Rm), equagéo 15
[125].

2
ur(R_m):\/ Sobs N <U(CMRC)> (15)

n xaf,bs CMRC

em que,

Cobs — CONcentracao média de uma série de analises do MRC,

curc — valor certificado do MRC,

Sops — desvio padrao da série de analises do MRC,

n — numero de analises do MRC,

u(cwrc) — incerteza padrdo associada ao teor certificado do MRC (referenciada no
certificado de autenticidade do MRC)

Os valores das incertezas associadas a precisao intermédia e a exatidao calculados
combinam-se e determina-se a incerteza expandida combinada. O calculo desta é

realizado segundo a expressao 16.

Ur(y)=y x\/urz,preciséo+ (uf(m))z (16)

em que , U,(y) — incerterza combinada expandida relativa; y — fator de expanséo igual
a 2, para um intervalo de confianca de 95%. Quando a precisdo intermédia ou a
exatidao sdo estimadas com base num numero reduzido de ensaios, inferior a 6, é
utilizado um fator de expanséao retirado de uma tabela de t-student bilateral, para um
nivel de confianca de 95% e um numero de graus de liberdade igual ao menor nimero

de ensaios [124].
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5. Objetivos

O presente trabalho visou a otimizacdo e validacdo de um método analitico para a
determinacdo da vitamina D em diversos géneros alimenticios com vista
nomeadamente, a sua acreditacdo pela ISO 17025.

Os principais objetivos deste estudo foram os seguintes:

- Otimizar procedimentos de tratamento das amostras e validar um método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinacdo de vitamina D,
baseado na norma EN 12821,

- Determinar o teor de vitamina D em varios produtos alimentares.
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6. Materiais e Métodos

O procedimento para a determinacdo da vitamina D baseou-se na norma EN 12821
“Foodstuffs — Determination of vitamin D by high performance liquid chromatography —
Measurement of cholecalciferol (Ds) and ergocalciferol (D,)” que apresenta um método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a determina¢do dos teores de
vitamina D3 ou vitamina D, em matrizes alimentares [100].

Os compostos de vitamina D presentes nas varias amostras sdo primeiramente
extraidos da matriz recorrendo a saponificacdo, extracdo liquido-liquido e
concentracéo e em seguida isolados através de um método de HPLC semi-preparativa
de fase normal para posterior separacdo e quantificacdo através de um método de
HPLC analitico de fase reversa, com detecdo a um comprimento de onda de 265 nm e
recorrendo ao método do padrao interno.

6.1. Reagentes e Padrdes

Os reagentes utilizados foram os seguintes:
e Acido Ascorbico, C¢HgOs, 99,7%, Merck;
e Etanol absoluto, C,HsOH, p.a., 2 99,9%, Merck
e Eter Etilico, C4H1,0,0, 100%, CAS 60-29-7, Prolabo VWR
e Eter de Petréleo, p.a., ponto ebulicdo 40-60 °C, CAS 64749-49-0, Prolabo VWR
e Fenolftaleina, C,H140,, indicator ACS, 98%-102%, Nimero CAS 77-09-8
e Hidroxido de Potassio, KOH, 85,9%, CAS 1310-58-3, Probalo VWR
¢ Metanol para HPLC, CH,0, 99,9%, CAS 67-56-1, Prolabo VWR
e 2-Propanol para HPLC, C3HgO, >99,8%, CAS 67-63-0, Prolabo VWR
¢ n-heptano para HPLC, C;Hgg, >99%, Prolabo VWR
e Sulfato de Sodio Anidro, Na,SO,, p.a., 2 99,0%, Merck
e Agua de grau 1 (condutividade 0,1 pS/cm) e agua de grau 2 (condutividade
1 puS/cm)

Os padrdes utilizados foram os seguintes:
e Vitamina D; (Colecalciferol),>98%, C,;H4,0, Sigma
e Vitamina D, (Ergocalciferol),>98%, C,sH440, Sigma
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6.2.

Equipamento

Durante a execug¢do deste trabalho, utilizou-se 0 seguinte equipamento:

Equipamento de HPLC utilizada para a parte analitica, marca Waters, modelo
2695 (separation module) com uma coluna Kromasil 100 C;3 com 5 um de
porosidade e 25 cm de comprimento por 4 mm de didmetro da marca
Teknokroma, e com um detetor com uma rede de diodos (DAD) da marca
Waters, modelo 2996. O equipamento de HPLC analitico é constituido por um
reservatorio de fase mével, forno de coluna, injetor automatico, sistema de
arrefecimento das amostras, bomba e um sistema de aquisi¢cdo de dados como
€ possivel verificar na figura 5;

" 3 Detetor
Reservatorio
de fase movel o — _
i “' l'ﬂ
— s Coluna
| .
SlstgmaNde ' e automatico
aquisicdo e
de dados i

e

Figura 5 — Equipamento de HPLC analitico

Equipamento de HPLC utilizado na parte semi-preparativa, marca Waters,
modelo 2695 com uma coluna LiChrosorb Si 60 com 5 um de porosidade e 25
cm de comprimento por 4 mm de didmetro da marca Merck, e com um detetor
de arranjo de diodos (DAD), marca Waters, modelo 2996. O equipamento de
HPLC utilizado na parte semi-preparativa € constituido por um reservatério de
fase movel, forno de coluna, injetor automatico, bomba, sistema de
arrefecimento das amostras e um sistema de aquisicdo de dados (figura 6).
Ambos os equipamentos de HPLC sdo sujeitos a manutencdo preventiva

anual;
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Reservatd
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Figura 6 - Equipamento de HPLC semi-preparativo

Balanga analitica, marca Mettler Toledo, modelo XP 205, com precisdo de
0,0001 g, devidamente calibrada de acordo com o exigido no &mbito da norma
ISO 17025. A balanca é calibrada anualmente por entidades externas ao INSA
e é realizado um controlo interno mensalmente;

Banho de agua termostatizado, com regulador de temperatura até 100 °C com
sistema de condensagéo incorporado, marca Trade Raypa;

Evaporador rotativo com banho de agua (heating bath B-491) com regulador de
temperatura, devidamente calibrado de acordo com o exigido no ambito da
norma ISO 17025 e unidade de vacuo (vacuum controler V-850), marca Biichi,
modelo R-210, fabricado na Suica;

Homogeneizador, marca Retsch Grindomix, modelo GM 200, fabricado na
Alemanha,;

Banho de ultrassons, marca Bransonic (ultrasonic cleaner), modelo Branson
3510 com controlo de tempo e de temperatura,;

Espetofotémetro, marca Thermo Scientific, modelo Evolution 300 UV-Visible
Spectrophotometer equipado com o software VISIOpro®, com verificacdo
peridédica da calibracdo de acordo com o exigido no ambito da norma ISO
17025. Este equipamento é sujeito a calibragBes anuais por entidades externas
e uma verificacdo interna trimestral,

Sistema de ultrapurificacdo de agua, modelo Milli-Q, marca Millipore;
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e Arca Congeladora 2-70 °C, Legaci Refrigeration System, marca Copeland,
periodicamente ensaiada de acordo com o exigido no &mbito da norma ISO
17025;

o Frigorifico a 5 + 3 °C, Frigoriferi Scientifici, marca Fiocchetti, periodicamente
ensaiado de acordo com o exigido no ambito da norma ISO 17025;

e Embalador a vacuo, Multivac, marca Gepriifte Sicherheit, modelo BG-PriFZ.

6.3. Preparacéo de Solucdes
6.3.1. Soluc¢des Padréo

» Solucdo padrdo mae de vitamina D,

Pesou-se aproximadamente 100 mg de padrdo de vitamina D, até ao miligrama, numa
balanca analitica e dissolveu-se em etanol absoluto num balédo volumétrico de vidro de
100 mL, completando-se o volume até a marca com etanol. A solugdo mae contendo
aproximadamente 1 mg/mL de vitamina D,, foi armazenada a uma temperatura inferior

ou igual a 4 °C, devidamente etiquetada e protegida da luz.

» Solucdo padrdo mée de vitamina D3

Pesou-se aproximadamente 100 mg de padréo de vitamina D3 até ao miligrama, huma
balanca analitica e dissolveu-se em etanol absoluto num baléo volumétrico de vidro de
100 mL, completando-se o volume até a marca com etanol. A solugdo mée contendo
aproximadamente 1 mg/mL de vitamina D3, foi armazenada a uma temperatura inferior

ou igual a 4 °C, devidamente etiquetada e protegida da luz.

» Solucéo padréo de trabalho de vitamina D,

Para a preparacdo desta solucdo, pipetou-se 1 mL da solucdo de padrdo mée de
vitamina D, para um baldo com certificado de calibracdo por lote de 100 mL. Perfez-se
0 baldo com etanol absoluto.

De forma a quantificar o teor em vitamina desta solucéo, mediu-se a absorvancia (Azgs)
numa célula de quartzo no espetrofétometro a um comprimento de onda de 265 nm,
utilizando como branco etanol absoluto. A concentracédo da solucédo (CPD,), pg/mL, foi

obtida a partir da equacéao 17 [100]:
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(17)

em que:
o Ay corresponde ao valor da absorvancia da solucdo padrdo de trabalho de
vitamina D, a 265 nm
e 475 corresponde ao valor do coeficiente de extincdo massico (100 mL g* cm™),

9 ~ Ja Ll . .
E] {;’m, em solucéo etandlica de vitamina D,

» Solucdo padrao de trabalho de vitamina D3

Para a preparacdo desta solugdo, pipetou-se 1 mL da solugdo de padrdo mae de
vitamina D3 para um bal@o com certificado de calibracdo por lote de 100 mL. Perfez-se
0 baldo com etanol absoluto.

De igual modo, quantificou-se o teor em vitamina desta solugéo (CPD3), ug/mL, a partir

da medida de absorvancia a 265 nm e aplicando a equacéo 18 [100]:

A265 x1 04

8
480 (18)

CPD3=

em que:
e Ay representa o valor da absorvancia da solucdo padrdo de trabalho de
vitamina D3 a 265 nm
e 480 corresponde ao valor de E]of;’m, 100 mL g™ cm™, em solucéo etandlica de

vitamina D5

Ambas as solucdes padrdo de trabalho devem ser guardadas a uma temperatura igual
ou inferior a 4 °C. A medicdo da absorvancia destas solu¢des tem a validade de 48

horas e deve ser repetida sempre que se volte a utilizar apos este periodo.
» Solugdes padréo de trabalho utilizadas nos ensaios cromatograficos

As solucbes foram preparadas a partir das solucdes padréo de trabalho referidas no
ponto anterior. O solvente (etanol) foi evaporado num evaporador rotativo a
temperatura de 40 °C e a pressao de 30 mbar. O residuo obtido foi reconstituido no

solvente adequado.
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Solucéo de padréo de vitamina D, e de vitamina D; para a HPLC semi-preparativa

Pipetou-se 1 mL de solucdo padrdo de trabalho de vitamina D, e 1 mL de solugéo
padrdo de trabalho de vitamina D3 para o baldo do evaporador rotativo em forma de
péra de 50 mL. Apds a evaporacdo completa do solvente, o residuo foi reconstituido

em 10 mL de n-heptano para HPLC.

Solucéo de padréo de vitamina D, e de vitamina D; para a HPLC analitica

Pipetou-se 5 mL de solucédo padrdo de trabalho de vitamina D, e 5 mL de solugéo
padrdo de trabalho de vitamina D; para o baldo do evaporador rotativo. Apds a
evaporacdo completa do solvente, o residuo foi reconstituido em 10 mL de metanol
para HPLC.

Solucédo de padrdo de vitamina D, para a HPLC analitica

Pipetou-se 5 mL de solugdo padrdo de trabalho de vitamina D, para o baldo do
evaporador rotativo. Apdés a evaporacdo completa do solvente, o residuo foi
reconstituido em 10 mL de metanol para HPLC.

Solucéo de padrdo de vitamina D; para a HPLC analitica

Pipetou-se 5 mL de solugédo padréo de trabalho de vitamina D3 para um baldo de
evaporador rotativo. Apdés a evaporacdo completa do solvente, o residuo foi
reconstituido em 10 mL de metanol para HPLC.

» Solugbes de Trabalho

Solucao de hidroxido de potassio, a 60%

Pesou-se 600 g de hidréxido de potassio e num baldo volumétrico de 1000 mL
adicionou-se um pouco de agua ultrapurificada, de grau 1 com uma condutividade
inferior a 0,1 uS/cm, e pouco a pouco adicionou-se o hidréxido de potassio pois a
reacdo € exotérmica. Apds todo o hidroxido de potassio estar dissolvido, perfez-se o
baldo com agua do mesmo tipo e colocou-se a solucdo num recipiente apropriado e

devidamente identificado.

Solucéo alcodlica de fenolftaleina a 1%

Dissolveu-se, num baldo volumétrico de 100 mL, 1 g de fenolftaleina com etanol e
completou-se o restante volume com o mesmo solvente. Esta solucdo, devidamente

identificada, foi armazenada num frigorifico a 4 °C.
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Solventes de extracdo

Num recipiente apropriado, preparou-se um solucéo de éter de petroleo e éter dietilico
80:20 (v/v); para isso adicionou-se 1600 mL de éter de petroleo e 400 mL de éter
dietilico. Esta mistura foi preparada na hotte devido a elevada volatibilidade de ambos

os solventes.

» Solucdes de Fase Movel

Solucao de fase mével para a HPLC semi-preparativa

Para a cromatografia semi-preparativa, foi utilizada uma fase movel constituida por n-
heptano (qualidade HPLC) e isopropanol (qualidade HPLC) numa proporcédo de 97:3,
respetivamente. Estes dois reagentes foram colocados em frascos de fase movel
separados e desgaseificados durante cerca de 15 minutos nhum banho de ultrassons. A
proporgéo desejada foi introduzida no equipamento de HPLC.

Solucdo de fase movel para a HPLC analitica

Para o HPLC analitico, foi utilizada uma fase mével constituida por metanol (qualidade
HPLC) e agua ultra purificada numa propor¢cdo de 95:5, respetivamente. Quando o
metanol provinha de um frasco anteriormente aberto, foi filtrado sob vacuo com filtros
de membrana (PALL GH Polypro 47 mm 0,45 pum) e colocado num frasco de fase
movel; a dgua foi colocada num frasco de fase movel e desgaseificada durante cerca
15 minutos num banho de ultrassons. A proporcdo da mistura foi definida no sistema
de HPLC.

6.4. Amostras

Neste trabalho foram utilizadas como amostras, alimentos disponiveis no mercado
portugués em que a vitamina D € adicionada pelos fabricantes (amostras fortificadas)
e amostras em que a vitamina D ocorre naturalmente. As amostras em estudo
correspondem a matrizes disponiveis no mercado no ano de 2013, foram adquiridas

em hipermercados da regido de Lisboa e estdo descritas na tabela 2.
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Tabela 2 — Amostras em estudo neste trabalho

Leite de vaca meio-

Leite A D3 0,75 pg/100 mL
gordo
Leite ) Leite de soja de vérios
Leite B D, 0,75 pg/100 mL
sabores
Leite C Leite achocolatado D5 0,8 pg/100 mL
Cereais com sabor a
Cereal A Ds 3 pg/100 g
) chocolate
Cereais i
Cereais com sabor a
Cereal B Ds 4,3 ug/100 g
chocolate e caramelo
Massa Massa contendo
Massa ) ] Ds 4,2 ng/100 g
Infantil vegetais
logurte liquido de
logurte A . Ds 0,83 pug/100 g
vérios sabores
logurte em formato de
logurte B queijinho de varios Ds 1,3 pg/100g
sabores
logurte em formato de
logurte )
logurte C pote de varios Ds 1,05 ug/100 g
sabores
logurte liquido de
logurte D ) Ds 0,75 pg/100 g
variados sabores
logurte liquido de
logurte E Ds 0,75 pg/100 g
morango
Farinha ndo latea com
Papa A ) } Ds 16 nug/100 g
oito cereais e mel
Papas . _
) Papa B Farinha néo latea Ds 13 pg/100 g
Infantis
Leite em pé6 de
Papa C o Ds 7,5 p0/100 g
transicao
i ) Galinhas criadas por
Bioldgicos , o Ds -
agricultura bioldgica
) Galinha criadas ao ar
Ovos Ar Livre ) Dy -
livre
] Galinhas criadas em
Gaiolas D3 -

gaiolas
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6.4.1. Preparacdo das amostras

Cada amostra analisada foi composta a partir de trés lotes diferentes do produto, em

guantidades iguais, exceto as papas infantis que ja se encontravam disponiveis no

INSA em sacos préprios e selados a vacuo.

Relativamente as amostras de leite:

Para o leite A, leite de vaca meio gordo, adquiriu-se uma embalagem de 1 L de
cada marca (trés no total), retiraram-se 200 mL de cada embalagem, os quais
foram colocados num recipiente e agitados formando-se assim a amostra
composta homogénea. Desta amostra foram retiradas duas tomas de 100 g
para dois erlenmeyers, de forma a analisar em duplicado. Em seguida,
colocou-se o restante da amostra composta em tubos de plastico roscados,
devidamente selados com parafilme, identificados e armazenou-se a na
camara de congelacéo a -70 °C.

Foram compradas trés embalagens dos leites B, leite de soja, com um sabor
distinto, frutos vermelhos, chocolate e chocolate light, e de um lote distinto.
Para o leite C, leite achocolatado, foi adquirida 1 embalagem para cada lote (3
no total). O contetido de cada embalagem, contendo 250 mL, foi colocado num
recipente e agitado de forma a obter-se uma amostra composta homogénea
para cada um dos leites, B e C. Retirou-se duas tomas de 100 g da amostra
composta de leite B para 2 erlenmeyers e procedeu-se da mesma forma para
o leite C. O restante das duas amostras compostas foi colocado em tubos de
plastico devidamente selados com parafilme e identificados e armazenou-se

na camara de congelagéo a -70 °C.

Para as amostras de cereais:

Foram compradas trés embalagens dos cereais A e trés embalagens dos
cereais B, todas de diferentes lotes. De cada embalagem foi pesado 50 g para
um recipiente, perfazendo um total de 150 g, para cada tipo de cereal. Para os
cereais A, as 150 g foram moidas num moinho durante 20 segundos e a uma
velocidade de 4500 rpm e para os cereais B, por se apresentarem mais duros,
as 150 g foram moidas num moinho durante 40 segundos e a uma velocidade
semelhante. ApOs este tempo, as amostras trituradas foram colocadas em

sacos adequados e estes selados a vacuo.
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Para a amostra de massa infantil:

Foram compradas 3 embalagens de lotes diferentes. De cada embalagem foi
pesado 50 g para um recipiente, perfazendo um total de 150 g. Em seguida
procedeu-se a moagem num moinho durante 30 segundos, a uma velocidade
de 6500 rpm durante 20 segundos e 10 segundos a uma velocidade de 10000
rpm. Apés este tempo, a amostra triturada foi colocada num saco adequado e

este foi selado a vacuo.

Para as amostras de iogurtes:

Para cada marca, foi utilizada uma embalagem de cada lote, no total foram
utilizadas trés embalagens. Cada conjunto de trés embalagens foi colocado em
recipientes apropriados e procedeu-se a sua homogeneizagcdo. As amostras
homogeneizadas foram colocadas em tubos de plastico apropriados e
devidamente identificados, dois tubos para cada marca perfazendo um total de
10 tubos. Estes tubos foram selados com parafilme e armazenados na camara
de congelagéo a -70 °C. Apenas uma das marcas de iogurte ndo apresentava 3
lotes diferentes, o iogurte E, do qual foram compradas as 3 embalagens do
mesmo lote, por indisponibilidade no mercado de diferentes lotes, mas o

processamento das amostras foi idéntico ao explicado anteriormente.

Por fim, para as amostras de ovos:

Para cada tipo de ovo (bioldgico, ar livre e gaiolas) foram adquiridos trés lotes
diferentes e constituiram-se amostras compostas por tipo de producao. Tendo
em consideracdo que apenas a gema contém vitamina D; a determinagdo da
vitamina foi feita apenas nas gemas. As amostras de gemas de ovos foram
armazenadas no frigorifico a 4 °C até ao dia seguinte, em que se fez a sua

anélise.
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6.4.2. Procedimento Experimental

O processo de determinagdo da vitamina D envolve vérias etapas fundamentais, a
saponificacdo, a extracdo liquido-liquido, a concentragéo, a purificacdo/concentragéo
através cromatografia liquida semi-preparativa e por fim a sua quantificacdo através de

cromatografia liquida analitica.

1. Saponificacdo

Com as amostras homogeneizadas e tendo em consideracao o limite de quantificacdo
e o teor de vitamina D nas amostras, para cada matriz foram pesadas diferentes
gquantidades. Utilizou-se 50 g de iogurte, massas, cererais, ovos, 100 g de leite, 2 g de
papas infantis e 5 g de leite em pd. As amostras foram sempre analisadas em
duplicado.

De acordo com os resultados da optimizacdo do processo de saponificacdo, descrita
no ponto 7.1 no préoximo capitulo, adicionou-se 100 mL de etanol absoluto, 1 g de
acido ascorbico e 7,5 mL da solucao de hidroxido de potassio a 60% a cada uma das
amostras.

Tendo em consideracdo que a vitamina D foi determinada por método do padrédo
interno, procedeu-se a adicdo de uma quantidade conhecida de padrédo as amostras.
Quando a amostra continha vitamina D3 adicionou-se 0,2 mL de solucéo de padrédo de
trabalho de vitamina D, e quando a amostra continha vitamina D, adicionou-se 0,2 mL
de solugéo de padréo de trabalho de vitamina Ds.

As amostras foram colocadas num banho de agua termostatizado previamente
regulado para 100 °C e sofreram um processo de saponificagdo durante 45 minutos.
Em seguida, os erlenmeyers foram colocados num recipiente com gelo de forma a

arrefecer mais rapidamente.

2. Extracdo

As solucbes resultantes da saponificacdo, a temperatura ambiente, adicionou-se
100 mL de agua purificada de forma a previnir a formacédo de emulsdes. As solucdes
foram transferidas para uma ampola de decantacdo de 500 mL. A extracdo da
vitamina D das amostras foi realizada com uma solucao de éter de petréleo e éter
dietilico (80:20), utilizando um volume total de 75 mL (3 x 25 mL) (previamente

otimizado). As fases etéreas (fase superiores) sdo recolhidas em ampolas de
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decantacdo de 1000 mL. Estas fases foram lavadas com agua purificada de grau 2 até
a sua reacdo com a solucao alcdolica de fenolftaleina ser neutra.

Seguidamente, as fases foram filtradas com um filtro de papel de 185 mm de
qualidade 2, contendo sulfato de sddio anidro, para bal6es do evaporador rotativo em
forma de péra de 250 mL, de forma a evaporar o solvente, a uma temperatura de
40 °C, sob pressdo de 300 mbar a qual foi, posteriormente reduzida para 20 mbar
gquando a quantidade de solvente era muito reduzida.

Apbs a evaporacdo dos solventes, os residuos foram reconstituidos em 0,8 mL de n-
heptano (qualidade HPLC). As solugBes foram filtradas através de filtros de PVDF de
0,45 um com o auxilio de seringas de 5 mL.

As solucdes filtradas foram colocadas em frasquinhos (vials) adequados para o
sistema de HPLC assim como a solucdo padrdo com as mistura das vitaminas D, e Da.

3. HPLC semi-preparativa

As condigOes para esta cromatografia foram as seguintes:
e Fluxo: 1 mL/min
o Fase movel: n-heptano/isopropanol (97:3), modo isocratico
e Fase estacionaria: LiChrosorb Si 60 com 5 um de porosidade e 25 cm de
comprimento por 4 mm de didmetro
e Volume de inje¢do: 200 pL
e Temperatura da amostra: 15 °C
e Temperatura da coluna: 37 °C

e Tempo de corrida: 10 minutos

A solugdo padrdo da mistura de vitaminas D, e D; foi injetada em primeiro lugar de
forma a permitir a identificacdo do intervalo de tempo para a recolha da fragéo
contendo a vitamina D nos extratos das amostras.

Os extratos das amostras foram injetados no sistema de HPLC duas vezes e as
fragbes de interesse recolhidas para o mesmo baldo de evaporador rotativo. Estes
baldes foram colocados no frigorifico a 4°C de forma a prosseguir com o
procedimento no dia seguinte.

No dia seguinte, o solvente foi evaporado no evaporador rotativo a uma temperatura
de 40 °C e a uma pressao de 70 mbar. Os residuos foram reconstituidos com 0,5 mL
de metanol de qualidade HPLC e colocados em frasquinhos (vials), assim como as

trés solugdes padrao de trabalho preparadas para a cromatografia liquida analitica.

46 | Instituto Superior de Engenharia de Lisboa



Determinacéo da vitamina D em géneros alimenticios 2013

4. HPLC analitica
As condicdes para esta cromatografia foram as seguintes:

e Fluxo: 0,8 mL/min

o Fase moével: metanol/agua (95:5)

o Fase estacionaria: Kromasil 100 C;3 com 5 um de porosidade e 25 cm de
comprimento por 4 mm de didmetro

e Volume de injecdo: 100 L

e Temperatura da amostra: 15 °C

e Temperatura da coluna: 37 °C

e Tempo de corrida: 25 minutos ou 60 minutos dependendo da matriz da

amostra a analisar

A identificacdo e quantificacdo das vitaminas D, e D; nos extratos das amostras foi
realizada recorrendo & comparagdo com os tempos de retencdo dos padrées e das

equacdes presentes no ponto 6.4.3.

6.4.3. Quantificacdo do Teor de Vitamina D

Os cromatogramas das amostras e padrbes foram tratados através do software
EMPOWER? instalado no sistema de HPLC, com vista a identificacdo e quantificacio
das vitaminas D, e Ds;. A identificacdo foi realizada por comparagédo de tempos de
retencdo. A quantificacdo com base na area dos picos foi efetuada recorrendo ao
método do padréao interno.

Para a quantificacdo da vitamina, foi assim necessério calcular o fator de resposta
(FR) da vitamina D3 quando utilizada a vitamina D, como padréo interno e vice-versa.
Para esse proposito foram utilizados os valores das areas dos picos das solucdes de
padréo, das duas formas de vitamina. O FR foi calculado de acordo com a equagéo 19

ou pelo seu inverso no caso da vitamina D3 ser o padréo interno [100].

Ap D3 *Cpp2
R=—"——7— 19
Ap p2*Cpp3 (19)
em que:
Ap p3 - area do pico do padrédo de vitamina D3

Ap p2 - &rea do pico do padrédo de vitamina D,
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Cpp2 — teor de vitamina D, na solucdo padrdo de trabalho, em pg/mL, obtido
recorrendo a absorvancia da solucdo padrdo medida no espetofotometro a um
comprimento de onda de 265 nm.

Cepz — teor de vitamina Ds; na solucdo padrdo de trabalho, em pg/mL, obtido
recorrendo a absorvancia da solucdo padrdo medida no espetofotometro a um

comprimento de onda de 265 nm.

Conhecido o valor de FR e com base nas equacfes 20 e 21 foi possivel determinar

teor em vitamina D, ou D3 nas amostras analisadas [100].

_ Ap2*Vp| p3*Cj p3x100

Coo= = i Frpew (/100 g de amostra) (20)
Ap3*Vpip2*Ci p2*100
Cps = =22 A-P;,ffFRQEl\); (Mg/100 g de amostra) (21)
em que,

Cip2 - teor de padréo interno de vitamina D,, em pg/mL

Cips - teor de padréo interno de vitamina D3, em pg/mL

Vpip2 - Volume de padréo interno de vitamina D,, em mL

Vpip3 - Volume de padréo interno de vitamina D3, em mL

M; - massa da amostra, em g

FR - fator de resposta calculado com as solugdes de padréo de vitamina D, e D3
Ap;z - area do pico de vitamina D3 da solu¢do de amostra

Ap; - &rea do pico de vitamina D, da solu¢éo de amostra

7. Resultados e Discussao

7.1. Estudos de Otimizagcdo dos Métodos de Tratamento das amostras

De forma a otimizar a quantidade de reagentes utilizados no tratamento das amostras
e a diminuir o tempo de realizacdo da andlise das amostras, procedeu-se ao estudo
dos diferentes passos envolvidos. Estes estudos foram realizados com a papa infantil
C por ser aquela que apresentava um maior teor em gordura, 22,7 g de lipidos em

100 g de produto e um teor em vitamina Dz de 7,5 pg por 100 g.
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Otimizacao de Processo de Saponificacdo

No passo de saponificacdo foi otimizado o volume de solucdo de KOH a 60% a
adicionar e testados dois periodos de tempo de saponificacdo das amostras.

A norma seguida neste trabalho, EN 12821, apresenta exemplos de condi¢des para o
processo de saponificagdo consoante o teor de gordura presente nas amostras (tabela
1, anexo 2)

O procedimento anteriormente utilizado no INSA, preconizava um tempo de
saponificagdo de 1 h, & temperatura de 100 °C, utilizando 6 mL de uma solucdo de
KOH a 60% (0,034 g/mL solugdo de saponificacdo). Tendo como ponto de partida
estas condi¢des e tendo em consideragéo os diferentes exemplos referidos na norma
efetuou-se a optimizag&o do volume de solugédo de KOH adicionada.

Procedeu-se a varios ensaios de saponificagdo com diferentes volumes de solucdo de
KOH a 60% durante 1 hora. O volume da solucdo de KOH adicionado e o teor de
vitamina D3 obtido para cada um dos ensaios realizados sdo apresentados na tabela
3.

Tabela 3 — Teores de vitamina D3 em amostras de papa infantil C sujeitas a saponificacdo com

diferentes volumes de solucdo de KOH a 60%

3 0,029 55
6 3,6 0,034 6,5
7 4,2 0,039 7,3
7,5 4,5 0,042 7,5
10 6 0,055 7,2
15 9 0,078 6,7
20 12 0,10 7,4
25 15 0,12 6,3

Os valores vitamina D3 correspondem a média dos resultados obtidos em ensaios
realizados em duplicado para cada volume de KOH.

Analisando os resultados obtidos e tendo em conta que a amostra utilizada
apresentava um teor em vitamina D; de 7,5 ug/100 g de produto, volumes de solucao

de KOH a 60% entre 7 e 10 mL conduziram aos melhores resultados, tendo-se
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selecionado o volume de 7,5 mL de solucdo de KOH a 60%, minimizando-se assim o
consumo de reagente.

O uso de volumes superiores ndo conduz a uma diferenca significativa no teor de
vitamina D3 pelo que néo se justifica o eventual desperdicio de reagente.

Para além da otimizacdo do volume de KOH adicionado, foi também estudado o efeito
nos teores de vitamina D; em amostras saponificadas durante dois periodos de tempo
diferentes com o objetivo de diminuir esse mesmo tempo.

No protocolo existente no INSA, a saponificacdo era realizada durante 60 minutos. O
efeito do tempo de saponificagdo nas amostras de papa infantil C foi estudado para 60
e 45 minutos. Os resultados sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Teores de vitamina D; determinados na papa infantil C para os dois tempos de

saponificacéo

Teor médio de vitamina D3

Tempo de Saponificagdo (min)
(1g/100 g de produto)

6,3 60

6,8 45

Os valores de vitamina Ds; determinados correspondem a média de resultados de
ensaios em duplicado para cada tempo de saponificagédo.

Com base nos teores de vitamina Ds; que foram encontrados, optou-se por diminuir o
tempo de saponificacdo para 45 minutos. A redugédo do tempo de saponificacdo néo
conduziu a uma diminui¢cdo do teor em vitamina D3, e conseguiu-se reduzir 15 minutos

no tempo de execucao.

Otimizacao do Processo de Extracdo

De forma a também otimizar a quantidade de reagentes utilizados, no processo de
extracdo procedeu-se a estudos sobre o efeito da natureza do solvente de extracdo e
do volume e numero de extragfes no teor em vitamina D3 de papa infantil C.

A norma seguida neste trabalho, EN 12821, apresenta exemplos de condicdes para o
processo de extraco (tabela 2, anexo 2).

O procedimento anteriormente utilizado no INSA utilizava 400 mL (4 x 100 mL) de
solucdo de extracdo, constituida por éter de petroleo e éter dietilico numa proporgéo
de 80:20 (viv).

Como referido no procedimento experimental, ap6s as fases organicas contendo a

vitamina D estarem reunidas, estas sdo evaporadas e redissolvidas no solvente
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maioritario da fase movel. Este procedimento gera um grande desperdicio de
solventes de extracdo e é bastante demorado pelo que se tentou reduzir a quantidade
de solvente utilizada.

As amostras de papa infantil C foram previamente saponificadas de acordo com as
condicBes selecionadas no ponto anterior.

Em seguida foram usadas misturas de éter de petrdleo e éter dietilico com duas
composicles diferentes, (8:2 e 1:1) e também, éter dietilico puro. Para a mistura de
composicao 8:2 foi testada a adicdo de diferentes volumes.

Os resultados do teor de vitamina Ds; que foram obtidos nestas condicBes sao

apresentados na tabela 5.

Tabela 5 — Teores de vitamina D; em amostras de papa infantil C sujeitas a extragdo com

diferentes solventes

_ _ Volume de Extragdo Teor médio de Ds
Solucéo de extracao

(mL) (Mg/100 g)
400 7,5
300 8,4
éter de petréleo: éter dietilico (8:2) 200 02
100 6,9
75 6,9
50 6,3
éter de petréleo: éter dietilico (1:1) 400 7,0
éter dietilico 400 51

Os teores de vitamina D; sdo resultado da média de valores de amostras em
duplicado.

A tabela mostra que as extracdes sdo mais eficientes quando se realizam com
misturas de éter de petréleo e de éter dietilico.

Na extracdo utilizando apenas éter dietilico formaram-se 3 fases em vez das tipicas 2
fases, 0o que dificultou o processo e provavelmente, tornou-o menos eficaz como €
possivel observar pelo valor obtido em vitamina Ds.

Tendo em conta que a amostra utilizada apresenta um teor de vitamina D; de
7,5 pg/100 g, os volumes da solucdo de extragdo que conduzem a teores de vitamina
D; mais préximos do valor rotulado s&o: 400 mL e 75 mL da solucéo etérea 8:2 e 0s

400 mL da solugéo etérea 1:1.

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa |51



2013 Determinacgéo da vitamina D em géneros alimenticios

Sendo o objetivo usar a quantidade minima de volume de extracdo para o qual se
consegue extrair com eficacia a vitamina D, foi escolhido o volume de 75 mL (3 vezes
25 mL) da solucdo de éter de petréleo e éter dietilico (8:2) como a melhor condi¢do de

extracao.

7.2. Validacdo do Método de Analise

Tal como perconizado pela validacdo de métodos analiticos estudaram-se os

parametros analiticos:

e Gama de trabalho e Linearidade

e Limites analiticos

e Recuperacéo

e Precisédo e Repetibilidade

e Exatiddo

o Estabilidade dos padrbes da vitamina D, e Ds

e Monitorizagdo da repetibilidade do injetor

E de referir que a estabilidade ndo se apresenta como um parametro obrigatorio na
validagdo de métodos analiticos, porém como o analito analisado neste trabalho é a
vitamina D, a estabilidade dos padrdes desta vitamina foram testados em relacdo ao
tempo de armazenagem e a temperatura.

De forma a melhor controlar o sistema cromatogréafico foi seguido um documento
interno do DAN, Controlo da Qualidade Interno — Métodos Cromatograficos. Também
se determinou a repetibilidade do injetor [122].

Os resultados obtidos foram introduzidos em folhas de célculo internas do DAN do

INSA, presentes no anexo 3.

e Gama de Trabalho e Linearidade

Embora a quantificacdo da vitamina D seja efetuada através do método de padrdo
interno, e por isso a calibracdo ndo envolva a utilizacdo de uma reta de calibracéo,
estudou-se a linearidade com solugcbes padrdo de trabalho de vitamina D3, uma vez
que no método de padréo interno raramente o teor adicionado coincide com o da

amostra, sendo por iSso mais seguro confirmar se a resposta do equipamento (medida
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pela area do pico) ao teor de vitamina é linear, pelo menos na vizinhanca dos teores
determinados.

Tendo em consideragdo a gama de teores de vitamina D nas amostras, estudou-se a
linearidade entre 0,1 ug/mL e 3,5 pg/mL para a vitamina D;. Na tabela 6, apresentam-
se 0s volumes de solucdo padrdo méae (10 upg/mL) utilizados para cada analito para
construir as curvas, com posterior diluicdo de 1/10 de forma a obter os teores

desejados.

Tabela 6 — Teores de vitamina D e volumes de solu¢do mée (10 ug/mL) para construir as
curvas
Teor de vitamina D (ug/mL) 0,1 0,5 1 15 2 25 3 35
Volume de D; adicionado(mL) 0,1 045 09 14 18 23 2,7 3.2

Utilizando a gama de trabalho descrita anteriormente, a reta obtida através do
programa EMPOWER® esta representada na figura 7 (relatério completo obtido

através do programa EMPOWER® no anexo 4 e respetivos coeficientes de validac&o

no anexo 5).
1600000 -
1200000 -
©
2 800000 -
<L
400000 -
y = 366254x - 19839
0 R? =0,9985
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Concentracéo (ng/mL)

Figura 7 — Reta de calibracdo para a analise da vitamina D3

A linearidade da reta obtida foi confirmada através da analise do coeficiente de
determinac&o (r%), 0,998. Tendo em consideracdo que este valor é superior a 0,995 e
gue a inspecao visual nos permite ver que ndo existem grandes desvios em relacéo a
curva tracada, podendo afirmar que a resposta do equipamento ao teor de vitamina D

na solucéo € linear.
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Com vista a verificar se seria possivel a quantificacdo da vitamina Ds; pelo método da
curva de calibracdo (padrBes externos) em vez de pelo método do padrédo interno
analisaram-se 5 replicados de papa infantil A, e procedeu-se a determinacdo da

vitamina D3 pelos dois métodos. Os teores determinados apresentam-se na tabela 7.

Tabela 7 — Teor de vitamina D3 na amostra papa A

Padrao Externo Padréo Interno

(ug/100g) (ug/100g)
17,8 22,8
. . 25,6 22,8
Teor em vitamina D; 139 208
14,8 23,5
16,7 18,6
Média 17,8 21,7
Desvio padrao 4,66 2,03
Desvio Padréo Relativo (%) 26,2 9,35

O produto utilizado apresenta no seu rétulo um teor em vitamina D3 de 16 pg/100 g.
Os resultados evidenciam que h& uma variabilidade muito superior quando se recorre
ao método do padrdo externo (desvio padrdo relativo de 26%) e por isso a
metodologia do padrdo interno € mais adequada para quantificar a vitamina D.

Assim apesar da utilizacdo da curva de calibracdo ser mais pratica ndo é adequada
para esta metodologia, que envolve muitos passos conduzindo a perdas ao longo do

processo de extragcdo do analito da matriz.

e Limite de Detecéo e Limite de Quantificacao

Como neste trabalho se aplica o0 método do padréo interno, em que ndo é utilizada
uma curva de calibragdo, os limites analiticos do método foram determinados com
base na razao sinal/ruido.

Inicialmente escolheram-se trés teores de vitamina D, 0,1, 0,15 e 0,5 pg/mL para a
determinacdo do limite de quantificacdo. Destes trés teores foram preparados cinco
solucBes independentes de cada teor, a partir das solu¢cbes padrédo de trabalho de
ambas as formas da vitamina D (D, e Ds).

A razéo sinal/ruido foi determinada com base no quociente entre a altura do pico de

vitamina D a uma determinada concentracdo e a altura da linha de base do
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cromatograma (ruido). Os resultados obtidos para os trés teores estdo apresentados
na tabela 8.

Tabela 8 — Raz&o sinal/ruido para os teores de 0,1, 0,15 e 0,5 pg/mL em vitamina D

Teor (ug/mL) Solucbes Razéo Sinal/Ruido  Média da Razédo
1 3,67

3,67

4,00 3,68

3,40

3,64

3,00

4,17

5,30 4,59

5,20

5,27

10,3

13,7

13,8 16,0

215

20,5

0,1

0,15

0,5

g B W N| | O & WO N | O ] WO DN

Como a relagéo sinal/ruido para o limite de quantificacdo deve ser 10:1, o teor de
0,1 pg/mL foi rejeitado. Mas como a relagéo sinal/ruido para o limite de detecdo é de
3:1, este teor pode ser definido como limite de detecdo [121].

Com base nos resultados obtidos e tendo em consideragdo que para limite de
guantificac@o a razéo sinal/ruido deve ser préxima de 10:1, estimou-se que o limite de
quantificacdo seria 0,25 pg/mL. Assim repetiu-se este procedimento para este teor e
confirmou-se que efetivamente que a média da razao sinal/ruido apresentava um valor
de 9,5, tendo-se por isso fixado o limite de quantificacédo analitico em 0,25 pg/mL.

Com os valores dos limites de detecéo e quantificacdo assim definidos, verificou-se a
validade do limite de quantificacdo em amostra, através de ensaios de recuperacao,
considerando-se que o seu valor é adequado quando a recuperacgéao estiver entre 80 e
120% e verificou-se também a validade do limite de detecdo em amostra, sendo que
neste caso basta que o pico do analito (pico no cromatograma) seja visivel [122].

Para os ensaios de recuperacédo, utilizou-se uma amostra de papa infantil, contendo
cacau e quiona, existente no INSA que n&o apresentava qualquer das formas de

vitamina D. Foram realizados ensaios independentes tendo-se fortificado as amostras,
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com teores de vitaminas D, e D3, que conduzissem a teores nos extratos de amostra
analisados no sistema de HPLC préximos dos valores dos limiares analiticos
previamente determinados. Para fortificar as amostras utilizaram-se 0,5 mL e 0,16 mL,
para os limites de quantificacdo e detecdo, respetivamente, das solu¢cdes padrdo de
trabalho com uma diluicdo 1/20. Os valores da taxa de recuperacao (%) para os limites

de quantificacdo apresentam-se na tabela 9.

Tabela 9 — Recuperacado no LQ e presenca do pico no LD para a vitamina D, e D3

: _ Cromatograma Recuperacgéo (%)
Vitamina _ _ _
Limite de Detecdo (0,1 pg/mL) Limite de Quantificagdo (0,25 pug/mL)
Vitamina D, Pico visivel 85,6
Vitamina Ds Pico visivel 83,5

Tendo em conta os valores de recuperagdo para ambas as formas de vitamina D, e os
critérios anteriormente definidos pode afirmar-se que o teor de 0,25 pg/mL se
apresenta como um limite de quantificacdo adequado. De igual modo verificou-se que
o teor de 0,1 pg/mL se apresenta como um limite de detecdo adequado.

Com estes valores definidos, determinou-se os limites do método, com base nas
reconstituicdes e diluicbes efetuadas durante o procedimento experimental e utilizando
a massa da amostra mais elevada (100 g). O limite de dete¢cdo do método apresenta
um valor de 0,1 ug/100 g de amostra e o limite de quantificacdo do método apresenta
um valor de 0,25 pg/100 g de amostra.

Os valores obtidos como limites do método séo valores adequados para os teores de

vitamina D presentes nas amostras analisadas neste trabalho.

e Preciséao
Os parametros de precisao (repetibilidade e precisao intermédia) foram avaliados com
as trés amostras de papas infantis, A, B e C tendo os célculos sido efetuados

recorrendo a folha de célculo apresentada no anexo 6.

Repetibilidade e Precisdo intermédia

Os estudos de repetibilidade foram efetuados mantendo todas as condigbes
nomeadamente o analista, no mesmo dia, 0 mesmo equipamento, a mesma fase

movel, utilizando quatro replicados de trés amostras diferentes, num total de 12
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ensaios. Como referido na introducao, a repetibilidade pode exprimir-se através do
coeficiente de variagcéo (CV,), apresentando-se os valores obtidos na tabela 10.

Tabela 10 — Coeficiente de variacdo da repetibilidade

Teor rotulado em vitamina D3

Papas infantis CV, (%)
(Hg/100g)
Papa A 16 4,5
Papa B 13 5,8
Papa C 7,5 5,4

Como é possivel observar na tabela, o coeficiente de variacao de repetibilidade varia
entre 4,5 e 5,8%. Combinando os diferentes valores obtidos para o coeficiente de
variacao da repetibilidade através da variancia obtém-se um valor de coeficiente de

variagao da repetibilidade de 5,3%.

Os estudos de precisdo intermédia foram realizados de modo a verificar a
concordancia entre os resultados obtidos variando paréametros tais como, o dia do
ensaio, a fase movel, os padrdes de trabalho das vitaminas. As amostras foram
analisadas em duplicado pelo mesmo analista com 0 mesmo equipamento mas em 3
dias diferentes. Tal como a repetibilidade, a precisao intermédia é expressa através do

coeficiente de variacdo, o seu valor apresenta-se na tabela 11.

Tabela 11 — Coeficiente de variagdo da precisao intermédia

Teor em vitamina Dy

Papas infantis (1g/100 g) CVR(%)
Papa A 16 9,6
Papa B 13 10
Papa C 7,5 11

O coeficiente de variacdo da precisao intermédia apresentou valores entre 9,6 e 11%.
Seguindo-se a metodologia utilizada para a repetibilidade obteve-se um coeficiente de
variagdo da precisdo intermédia de 10%, nas condi¢cdes do laboratério em que o0s
ensaios foram realizados.

Tendo como referéncia a norma EN 12821, os valores referentes ao CV, (%) para
amostras de papas infantis e leite em pd sédo de 8,9 e 8,2%, respetivamente, e 0s

valores de CVgr (%) 13 e 14%. Comparando estes com os resultados obtidos, os
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valores presentes na norma apresentam uma maior variacdo, quer no mesmo dia quer
em dias diferentes.

Assim, pode entdo afirmar-se que o método seguido neste trabalho permite a
repeticdo no mesmo dia e em dias distintos variabilidades inferiores as apresentadas

na norma.

e Recuperacéo

A recuperacdo foi também determinada utilizando as mesmas trés amostras de papas
infantis. Como o0 método de determinacgéo de vitamina D utilizado neste trabalho é o de
padrdo interno, a recuperacgdo foi avaliada através da quantidade de padrdo interno
(vitamina D,) recuperada. Assim, a area do pico de vitamina D,, normalizada para o
teor, obtida para amostra foi comparada com a area do pico de vitamina D,,
normalizada para o teor, obtida para o padréo.

Utilizando a equacdo (13), determinou-se a recuperagdo para as trés amostras e
respetivos duplicados (tabela 12).

Tabela 12 — Recuperacéo de vitamina D, em papas infantis

Papas infantis Recuperacédo (%) Média

75,0

Papa A 69,1
63,1
100

Papa B 85,3
70,5
89,0

Papa C 84,2
79,4

Os valores de recuperacao devem estar entre 80 e 120%, nos ensaios realizados ha
uma amostra de papa infantil se encontra fora desse intervalo. Quando os valores da
recuperacao sao inferiores a 80%, em principio, os resultados devem ser corrigidos
tendo em consideracao a recuperacdo obtida no ensaio. Atendendo a que se trata de
um método de padréo interno os teores de vitamina D3, vém sempre corrigidos pela
recuperacao, assumindo-se que as recuperagdes para os dois analitos (D, e D3) sdo
idénticas, 0 que constitui uma boa aproximacdo uma vez que sao substancias

guimicamente idénticas.
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e Exatidao

A exatiddo deste método foi avaliada através da quantificagdo da vitamina Dz huma
amostra de um material de referéncia certificado (MRC), o NIST 1849a, que
apresentava um teor em vitamina D3z de 11 ug/100 g.

Este MRC foi analisado nas mesmas condi¢cdes que todas as amostras analisadas
apos a otimizacado do método de saponificacdo e de extracdo. O teor médio obtido de
vitamina D; foi de 12,9 ug/100 g.

A exatiddo do método foi avaliada através do calculo do z-score, equacao 12, sendo
que um valor de z-score igual ou inferior a 2 corresponde a um resultado satisfatorio,
sendo insatisfatorio para valores iguais ou superiores a 3.

O valor de z-score obtido para o MRC analisado foi de 1,50 < 2, sendo por isso um
resultado satisfatorio.

Para além da analise deste MRC, foram também analisados dois materiais de
referéncia, MR, uma pasta de peixe (Fish Paté) e o FAPAS Milk Powder 2179 (leite em
pd). Tem sido obtidos valores de z-score inferiores a 2 para ambos os MR.

o Estabilidade dos padrbes de vitamina D, e Ds

A estabilidade das solugbes de trabalho de vitamina D, e de vitamina D; foi estudada
recorrendo a solu¢des com teor de 0,5 pg/mL, utilizada na determinacdo dos limites
analiticos. Para isso colocou-se em viais que foram armazenados numa arca de
congelagéo a -70 °C, e analisados durante um determinado periodo de tempo.

No dia da sua preparagdo, as solu¢des foram injetadas no sistema de HPLC e as
areas obtidas foram registadas para ambas as vitaminas. Ao fim de 35 dias e de 50
dias a temperatura de -70 °C, voltaram a injetar-se no sistema de HPLC as solu¢des e
as areas das vitaminas foram registadas.

Na tabela 13 estéo presentes os valores das &reas registadas nos varios dias para a

vitamina D, e Ds.
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Tabela 13 — Efeito do tempo de armazenamento nas areas dos picos de vitamina D, e de

vitamina D3 de 0,5 pg/mL

Area dos Picos
Dia 0 35 50
170494 153919 129361
162957 160504 126737
243161 223868 191293
230020 224805 190543

Vitamina D,

Vitamina D5

Para analisar os resultados, realizou-se um teste t, a um nivel de significancia de 5%,
comparando as areas dos picos das duas solugcbes congeladas com as da solucéo
inicial. Comparando a solugédo armazenada durante 35 dias com a do dia 0, os valores
de p obtidos para a vitamina D, e D; foram de 0,199 e 0,312, respetivamente. E
comparando os resultados obtidos para a solu¢cdo armazenada durante 50 dias, os
valores de p obtidos para a vitamina D, e D3 foram 0,040 e 0,090, respetivamente.
Tendo em consideragéo os valores de p obtidos para a vitamina D, e D3, pode afirma-
se que as solucdes de padrdo com um teor de 0,5 pg/mL sé@o estaveis e podem ser
utilizadas até 35 dias de armazenamento a -70 °C.

Apo6s 50 dias os valores obtidos para as areas dos padrbes ndo sao estatisticamente

iguais, ou seja, estes padrdes ndo podem ser utilizados.

e Monitorizagdo da repetibilidade do injetor

De acordo com o protocolo interno de controlo cromatografico do INSA, o sistema
deve ser controlado através da monitorizagéo do injetor e do tempo de retencéo.

Para este controlo, foi realizada a monitorizacdo da repetibilidade do injetor, o que
permite verificar a precisdo do aparelho. A monitorizagdo foi realizada através da
programagdo no aparelho de HPLC de 10 injegcbes para duas solugdes
correspondentes aos pontos extremos de quantificagdo, 0,25 pg/mL e 3,5 pg/mL de
teor em vitamina Ds.

Na tabela 14, apresentam-se os valores obtidos das areas para as dez inje¢bes de

cada teor.
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Tabela 14 — Repetibilidade do injetor

Vitamina D3

Injecbes 0,25 pg/mL 3,5 pg/mL

12 injegé&o 106839 1182708
22 injecao 100490 1182420
32 injecdo 96835 1183552
42 injecao 105389 1181142
5% injecao 103246 1184034
62 injecao 106040 1190444
72 injecao 96846 1176718
82 injecao 101326 1207748
92 injecéo 104427 1195491
102 injec&o 106839 1123887
Média 102382 1180814,1
Desvio Padréo 3763,77 21896,8
CV(%) 3,68 1,85

A repetibilidade do injetor baseada no valor do seu coeficiente de variagdo, CV (%),
que deve apresentar um valor igual ou inferior a 5% [122].

Conforme se observa na tabela 16, os valores de CV (%) obtidos apresentam-se
abaixo dos 5%, 3,68% para o0 teor correspondente ao primeiro ponto que corresponde
ao limite de quantificacéo e 1,85% para o teor mais elevado.

Deste modo, pode afirmar-se que o injetor do aparelho utilizado apresenta uma

repetibilidade adequada.

e Incerteza dos Resultados Obtidos

Neste trabalho, o calculo das incertezas foi realizado seguindo uma abordagem com
base nos dados da validacdo do método, nomeadamente, recorrendo aos valores de
precisao intermédia e exatidao determinados previamente, anexo 7.

A precisdo intermédia foi determinada utilizando as trés papas infantis, A, B e C, e
recorrendo aos dados obtidos durante a validacao do método.

Os valores determinados de incerteza para as trés papas sao apresentados na figura
8.
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4 ) N
0,136
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Figura 8 — Incerteza padrdo combinada relativa para as amostras de papa infantil

Ao analisar os resultados obtidos para as incertezas combinadas expandidas relativas,
pode afirmar-se que para teores em vitamina D mais baixos (papa C - 7,5 ug/100 g)
existe uma maior incerteza no resultado obtido, sendo esta de 14%, enquanto que
para os teores mais elevados de vitamina, 16 pg/100 g e 13 pg/100 g a incerteza
apresentou valores de 13 e 12%, respetivamente.

Com os valores determinados de incerteza combinada relativa para as trés matrizes, e
para que se obtenha a incerteza para o método validado, realizou-se a média
quadratica dos valores. O valor obtido para a incerteza padrdo combinada relativa para
0s resultados obtidos através do meétodo validado foi de 13%. Tendo isso em
consideracgdo o intervalo de confianca de 95%, o fator de expanséo é 2, a incerteza

combinada expandida relativa é de 26%.

e Especificidade e Seletividade

De forma a comprovar que o método é especifico e seletivo para as duas formas de
vitamina D, as figuras 9 e 10 apresentam, respetivamente, os cromatogramas obtidos
para a solucéo padréo de trabalho da vitamina D, e Ds; e para uma amostra de papa A,

apresentam-se no anexo 8 cromatogramas representativos de cada matriz analisada.
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Figura 9 — Cromatograma dos padrdes de vitamina D3 e D,, 1 — Vitamina D, (TR: 20,423 minutos) e 2 —

Vitamina D; (TR: 21,673 minutos)
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Figura 10 — Cromatograma da amostra de papa A, 1 — Vitamina D, (TR: 20,517 minutos) e 2 — Vitamina D5
(TR: 21,730 minutos)

Nos cromatogramas apresentados, € possivel observar claramente os dois picos
relativos a vitamina D, e vitamina D3 respetivamente, quer quando se trata de uma
amostra (figura 10) quer quando se trata de um padrdo (figura 9), ndo existindo
qgualquer interferente no tempo de retencao caracteristico desta vitamina. Pode entao

afirmar-se que o método € seletivo e especifico para a vitamina D.
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7.3. Teor de vitamina D nas amostras

Com o método baseado na norma EN 12821 otimizado para os passos de
saponificacdo e extracdo, e apoOs validacdo, foram analisadas amostras de varias
matrizes alimentares, tentando-se abranger a maioria das matrizes existentes no
mercado portugués fortificadas com vitamina D. Foram igualmente analisados ovos,
produtos que contém naturalmente vitamina D.

Todas as amostras foram processadas e analisadas de acordo com o procedimento
descrito, e os célculos foram efetuados utilizando a folha de célculo apresentada no
anexo 4.

Na tabela 15, apresentam-se os valores médios de vitamina D determinada nas varias
amostras analisadas em duplicado e respetivos valores dos rétulos.

Para facilitar a comparacdo dos teores em vitamina D nas varias amostras,
apresentam-se na figura 11, os resultados que foram obtidos sob a forma de um
gréfico de barras.
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Tabela 15 — Vitamina D nas amostras analisadas (rotulado e determinado)

Cereal A 3 1,1+0,3
Cereal B 4,3 1,7+0,4
Massa Infantil 4,2 52+1,4
logurte A 0,83 0,6 £0,2
logurte B 1,3 1,5+04
logurte C 1,05 0,39 £ 0,09
logurte D 0,75 0,6 £0,2
logurte E 0,75 0,8+0,2
) 0,75 pg/100 mL
Leite A 0,28 £ 0,07
0,73 pg/100 g*
) 0,75 pg/100 mL (vitamina D,) o
Leite B 0,5+ 0,1 (vitamina D)
0,73 pg/100 g*
) 0,8 pg/100 mL
Leite C 0,6+0,2
0,78 ug/100 g*

Ovos Biolégicos - 1,9+0,5
Ovos Ar Livre - 1,6 +0,4
Ovos Gaiolas - 1,4+04

Papa A (alimento

infantil a base de 16 22+6
cereais em po)

Papa B (alimento

infantil & base de 13 22+6
cereais em po)

Papa C (féormula

7.5 712

infantil em po)

*valor calculado tendo em atengédo a massa volimica do leite
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Figura 11 — Teores em vitamina D determinados para as amostras analisadas

Ao analisar os valores obtidos, é possivel afirmar que mesmo os alimentos fortificados
com vitamina D apresentam um teor relativamente reduzido, com algumas excecoes,
tais como as papas infantis.

Os leites sdo as matrizes que contém menos vitamina D e as papas infantis sdo as
gue apresentam uma maior quantidade, sendo necessario algum cuidado no seu
consumo, tendo em consideracdo a DDR (5 ug). Devido ao facto das papas infantis
serem direcionadas para criancas jovens, a adicdo de vitamina D constitui uma forma
de prevencéao do raquitismo e deformacgéo 6ssea.

Ao comparar-se 0s ovos provenientes de trés modos de producao diferentes é
possivel verificar, que as diferencas nos resultados obtidos ndo sdo significativas,
tendo em consideracdo a incerteza dos resultados obtidos através deste método
(26%). Num estudo realizado por Jackson et al., [96], foram analisados ovos inteiros
liofilizados tendo sido obtido um valor médio, para a vitamina D; de 1,6 pug/100 g, o
gue é concordante com os valores obtidos nos ovos analisados neste trabalho.

No que respeita as amostras de cereais, cereal A e B, os valores obtidos
apresentaram-se substancialmente inferiores ao rotulado, 63% e 60%, respetivamente.
Esta discrepancia pode ser devida a falta de controlo de qualidade por parte de alguns
dos fabricantes dos produtos analisados, uma vez que os produtos se encontravam
dentro do seu prazo de validade. Provavelmente tendo em consideracdo o seu
processo de fabrico, a homogeneizacdo da vitamina D adicionada neste tipo de

produtos serd dificil.
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A amostra de massa infantil apresentou um desvio positivo de 23% em relagdo ao
valor rotulado, desvio este que néo é significativo tendo em conta o valor da incerteza
dos resultados de 26%.

As amostras de iogurte, iogurte A, C e D, apresentaram desvios negativos em relacdo
a rotulagem, 33%, 63%, 20%, respetivamente enquanto os iogurtes B e E
apresentaram desvios positivos em relacdo ao rotulado, 13% e 4%. Os iogurtes B, D e
E apresentam desvios baixos podendo ser considerados como aceitaveis, tendo em
consideracédo a incerteza da medicéo de 26%.

As amostras de leite, A, B e C apresentaram desvios negativos em relacdo ao rotulo
de 62%, 26% e 21%, respetivamente. Os leites B e C apresentam um desvio nao
significativo, tendo em conta a incerteza da medi¢cdo, podendo considerar-se que
estdo bem rotulados.

Por fim as amostras de papas infantis, a papa A e B apresentaram desvios positivos
em relacdo ao rotulado, 40% e 66%, respetivamente, enquanto a papa C apresentou
um desvio negativo de 13% em relacdo ao rotulado. Neste caso o teor da papa infantil
C nao apresenta um desvio significativo, tendo em atencéo a incerteza dos resultados,
podendo considerar-se como bem rotulado. Frequentemente os fabricantes adicionam
aos produtos com um prazo de validade relativamente longo, quantidades de
nutrientes que se degradam, como é o caso da vitamina D, acima do valor rotulado
para que no fim do prazo de validade ainda contenham o valor rotulado.

Com excepcdo das amostras de ovos, num total de 14 amostras fortificadas com
vitamina D, sete amostras apresentaram teores de vitamina D diferentes do rotulado,
sendo que em cinco os teores eram inferiores ao rotulado.

Tendo em conta que a DDR de vitamina D, em Portugal é de 5 pg/dia, das 17
amostras analisadas, quatro apresentaram um teor por 100 g superior. Mas analisando
as porcoes referidas nos respetivos rotulos, 30 g no caso das papas infantis e 60 g
para a massa, apenas a papa A e B apresentaram valores superiores a DDR, quando
se ingerir uma porg¢ao.

Considerando que uma por¢do de qualquer tipo de cereal ou papa é de 30 g e
juntando com 100 mL de leite, para a combinacédo de papa A e com leite A, verifica-se
gue o consumidor poderéd ingerir 6,9 pug de vitamina D (ultrapassando a DDR). Por
outro lado a ingestdo de uma porcdo do cereal A com 100 mL de leite A apenas
resultaria numa ingestao de 0,61 ug de vitamina D (muito abaixo da DDR).

Os resultados obtidos indiciam que alguns produtos existentes no mercado portugués
apresentam desvios significativos em relacéo aos valores rotulados, o que sugere que
devem ser implementadas medidas corretivas ao nivel dos produtores. No entanto,

estes desvios ndo pdem em causa a saude. Os resultados sugerem ainda que é
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necessario algum cuidado no consumo de alimentos cujas por¢des ingeridas resultam
numa ingestdo de vitamina D acima da DDR, embora 0 seu consumo excessivo nao
resulte em principio em efeitos toxicos no organismo, pois de acordo com a literatura
com uma ingestao de vitamina D inferior a 125 pg/dia ndo ocorre toxicidade mesmo

gque esta quantidade seja ingerida durante um longo periodo de tempo [91,92].
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8. Concluséo

O método proposto para a determinacdo da vitamina D em diversas matrizes
alimentares apresentou resultados confiaveis, podendo ser utilizado regularmente na
determinacgdo da vitamina D.

Com a otimizacdo do tratamento das amostras, foi possivel reduzir a quantidade de
reagente utilizado (81%) e o tempo de execucao da analise (30%).

O método validado quantifica a vitamina D através do método de adicdo de padrao
interno.

Em relag&o aos valores obtidos para os parametros da validagdo do método, os limites
analiticos apresentaram valores reduzidos que permitiram a detecdo/quantificacéo de
teores baixos de vitamina D. O limite de dete¢do analitico apresenta um valor de
0,1 pg/mL o que resulta no valor de 0,1 pug/100 g para limite de detecdo do método e o
limite de quantificacdo analitico apresenta um valor de 0,25 pg/mL resultando num
valor de 0,25 pg/100 g limite de quantificacdo do método, considerando uma massa de
amostra de 100 g.

Os coeficientes de variacdo para a precisdo intermédia e para a repetibilidade
apresentaram valores médios de 10% e 5,3%, respetivamente. Estes valores séo
inferiores aos referidos na norma EN 12821, podendo-se afirmar que as alteracbes
realizadas foram benéficas na precisdo deste método.

Relativamente ao parametro da exatiddo e ao valor obtido para o z-score, 1,50
correspondente a um resultado satisfatério, pelo que ndo é necessario corrigir 0s
valores obtidos.

A incerteza expandida relativa dos resultados das medi¢cbes efetuadas com este
método foi de 26%.

Aparentemente o tipo de producdo dos ovos analisados (biologicos, ar livre e gaiolas)
nao influencia o seu teor em vitamina D.

Do total das 17 amostras analisadas, duas apresentaram um teor em vitamina D
superior a dose diaria recomendada em Portugal (5 pg/dia) quando se ingere uma

porcao (30 g).

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa | 69



2013 Determinacgéo da vitamina D em géneros alimenticios

9. Propostas de Trabalho Futuro

Apbs a otimizacédo e validacdo deste método, e sendo estes processos continuos, sao

sugeridas seguidamente algumas propostas que podem ser realizadas futuramente:

Realizar um estudo mais aprofundado da estabilidade da vitamina D, a
diferentes temperaturas de armazenamento, nomeadamente a temperatura de
4 °C;

Realizacdo de ensaios de precisao do método (repetibilidade e precisao
intermédia) com diferentes matrizes;

Determinar no passo de saponificacdo a relacdo entre a quantidade de KOH
adicionada e a quantidade de gordura na amostra a analisar de forma a ajustar
a quantidade de reagente a quantidade de gordura, minimizando assim o
consumo deste reagente;

Realizar um estudo sobre o efeito da temperatura de saponificacdo e numa
maior gama de tempos de saponificagdo na determinagéo do teor em vitamina
D;

Determinar a vitamina D nos alimentos ingeridos pela populacéo portuguesa de
forma a avaliar a sua ingestdo pela populacdo, o que podera ser feito
recorrendo as amostras a recolher no ambito do projeto TDS EXPOSURE (que
envolve 19 paises da Uniao Europeia, participando Portugal no estudo piloto de
dieta total, incluido no projeto);

Analisar mais alimentos fortificados existentes no mercado e confirmar em
outros lotes dos produtos em que se observaram desvios significativos se essa

tendéncia se mantém de forma a serem implementadas medidas corretivas.
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Anexo 1

Tabela 1- Métodos Analiticos utilizados para a determinacdo da vitamina D em varias matrizes

HPLC de fase normal
semi-preparativa:
Vitamina D3: 2-propanol/
hexano (0,5:99,5)

HPLC semi-
preparativa:

Supelcosil LC-Si (150

HPLC semi-

preparativa: 1,0

Ovos, carme 250HD3: 2-propanol mm x 4,6 mm, 5 pm):; mL/min
HPLC UV- /hexano (2,5:97,5 ; Padré&o interno
[125] DADe LC de bovino, Vitamina B ( ! pherisorb N (159 HPLC liti de vitamina D
elLC- analitica: e vitamina
carne de aves, e 250HD; » mm x 4,6 mm, 5 um) o ?
MS/MS ] HPLC analitica: Vitamina D3: e 250HD,
eixe e
P Vitamina D3: HPLC analitica: 0,4 mL/min
MeOH/agua (98:2) Lichrospher RP-18  >50HD,: 0,42
250HD: (250 mm x 3mm, 5 mL/min
MeOH/agua/écido Hm)
acético (88:12:0,2)
HPLC semi-preparativa: HPLC semi o
) ) Padré&o interno
n-heptano (A); 10% 2 — preparativa: sistema o
de vitamina D,
o propanol em n-heptano com duas colunas, o
HPLC UV- Carne de Vitamina D3 o - ] para vitamina
, condicdes de uma de silica (Luna, mL/min
[126] (B) d d de sil (L 1 mL/ .
DAD porco e 250HD, ] ) Ds; Padrdo
gradiente: 80% A e 20%  Si 60 (250 mm x 4,6
] externo para a
B (0 min), 40% Ae 60%  mm, 5 um) e a outra
) ] 250HD;
B (10 — 20 min) e 80% A de amina
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e 20% B (20 — 35 min)

HPLC analitica:
Vitamina Ds:
metanol/acetonitrilo
(20:80)
250HD;: Metanol/agua
(90:10)

Amostras de

(Sphereclone, Amino,
5 um, 150 x 4.6mm
ID)

HPLC analitica:
combinacgéo de
colunas, ou duas
VYDAC201TP54 (250
mm x 4.6 mm, 5 um)
ou duas LUNA Cyg
(150 mm x 4,6 mm, 5
pum) e (250 mm x 4,6

mm, 5 ym)

seis espécies

diferentes de

HPLC analitica:
Coluna Csg (250mm x

o Padrbes
o Vitamina D, 4,6mm, 5,0 um) YMC .
animais internos
RP HPLC- e Ds, Europe GmbH . o
[127] (porco, aves, MeOH/EtOH (85:15) 1,0 mL/min vitamina D, e
uv 250HD, e Coluna de Guarda: )
cavalos, seres D; e respetivos
250HD;, Coluna C3g (10 mm x )
humanos, metabolitos
) 4,0 mm, 5,0 um) da
bovinos e
YMC Europe GmbH
marta)
HPLC-DAD e Humulus Vitamin D, e HPLC-DAD: HPLC-DAD: coluna HPLC-DAD: 0,4 Curva de
HPLC-ESI- lupulus L provitamina metanol/agua (98:2) RP-Cyg LiChrocart mL/min calibracéo
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MS/MS D, (125 mm x 3,0 mm, 3
HPLC-ESI-MS/MS: pm) e a coluna de HPLC-ESI-
metanol/agua (98:2) guarda LiChrocart RP MS/MS:
—Cyg (4,0 mm x 4,0 0,4mL/min
[128] mm, 5 um)
HPLC-ESI-MS/MS:
Coluna LiChrocart RP-
Cig (125 mm x 3,0
mm, 3 um)
HPLC semi-preparativa:
(A) 2-propanol/n-
heptano (1:99), (B) 2-
propanol /n-heptanol HPLC semi-
(20:80); 5% B por 5 min, preparativa: LUNA,
Tomate, o aumento gradual até CN (150 mm x 4,6 .
) Vitamina Dg, i HPLC semi- )
LC-ESI- pimento, 100% B durante 20 min, mm, 3 um) . Derivagéo de
[129] 250HD; e ) preparativa: .
MS/MS folhas de erva- seguido de 5%B por 9 HPLC-ESI-MS/MS: ) Diels-Alder
1,25(0OH),D3 ) 1 mL/ min

moura

min
LC-ESI-MS/MS: (A)
agua/acido formico/smM
metilamina (99,9:0,1);
(B) MEOH écido

formico/5SmM metilamina

Ascentis Express Cig
(200 mm x 2,2 mm,
2,7 um)
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(99,9:0,1); 70%B por 1
min, aumento gradual
até 95% durante 7 min,
aumente até 100%B por
2 min, e re-equilibrio

durante 4 min

[130] LC - EC

Leite e
férmulas Vitamina D5

infantis

2.5 mM &cido acético/
2.5 mM acetato de sddio
(viv) em 92:8 (v/v)

metanol:dgua

Coluna Waters Xterra
RP5 (250 mm x 4.6

mm, 5 um)

Curva de
1,5 mL/min calibracdo com

vitamina D3

HPLC-

[109]
MS/MS

Racobes
animais,
barritas de o
i Vitamina Dj
cereais, sumo,
leite, gema de

ovo, iogurtes

HPLC analitica
Coluna 1: 4gua/acido
férmico (99,5:0,05) (A) e
metanol/acetonitrilo
(80:20) com 0,05% de
acido formico (B),
condi¢des de gradiente:
0-1 min
Gradiente linear de 92 a
100% B; 1-9 min
isocratico, 100%

B; 9,9-15 min isocratico,
92% B

Coluna 2: metanol/

HPLC analitica:
Coluna 1 Ascentis
Express octylsilyl Cg

(150 x 3,0 mm,

2,7 ym)
Coluna 2 Ascentis
Express Cig (150 x

3,0 mm, 2,7 ym)

Curva de
calibracdo com
0,5 mL/min padrdo interno
de vitamina D;

deuterada
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acetonitrilo (80:20) com

0,05% de acido formico

100% metanol com 2

HPLC analitica:

100 pL/min (0 a
4 min), 1

HPLC- Amostras de 250HD, e mmol/L de acetato de ) i 0
[131] o o Waters XTerra (50 mL/min até 5,9 A°-THC-Ds
MS/MS Soro 250HD, amonio e 0,1% de acido _
o mm x 2,1 mm, 3,5 um)  min voltando a
férmico )
100 pL/min
HPLC semi-preparativa:
n-hexano/ 2-propanol HPLC semi-
(99:1) preparativa:
Peixes de Vitamina D e LiChrosorb Si 60 (250 o
RP HPLC - i o - ) Vitamina D, e
[132] agua doce e provitamina  HPLC analitica: Metanol X 4 mm, 5 um) 1 mL/ min o
EC i - provitamina D,
agua salgada D contendo 8,4 mM de HPLC analitico:
acido percloridrico e 57 Discovery Cig, (250 X
mM de perclorato de 4,6 mm, 5 um)
sédio
Oleos de _ . _ o
. ) Gradiente ternério de Duas colunas: Inertsil ] Vitamina D,
varias origens ) ) o . 1,3 mL/mine o
[133] HPLC-UV Vitamina Ds metanol, acetonitrilo e ODS-2 em série (250 . (padréo interno
(capsulas de ) 0,9 mL/min
) diclorometano X 4,6 mm, 5 um) e externo)
ge
HPLC- Sumo de HPLC semi-preparativa: HPLC semi- )
) o . ) ~ HPLC analitica: o
[134] DAD/UV laranja Vitamina D3 metanol/ acretonitrilo preparativa: Inertsil Sil L mUmi Vitamina D,
mL/min
HPLC- MS fortificado dos (20:80) 100a (250 x 4 mm, 5
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EUA pm)
HPLC analitica: HPLC analitica:
acetonitrilo/ metanol Inertsil ODS-2 (250 x
(40:60) 4,6 mm, 5 um)
HPLC semi-preparativa:
hexano/diclorometano/ HPLC semi-
alcéois (85.15:0,2) os preparativa: 2
alcéois apresentavam a colunas, Zorbax SIL
HPLC- Vitamina D, constituicédo de (250 x 9 mm, 5 um), e N&o refere Vitamina D3
[135] Cogumelos ]
DAD/UV (cartuchos) isopropanol/metanol Zorbax NH; (250 x deuterada
(2:1) 0,45 mm, 5 pum)
HPLC analitica: HPLC analitica: Vydac
acetonitrilo/ ODS 201TP54
diclorometano (65:35)
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Anexo 2

Tabela 1 — Condic¢des de saponificagdo [100]

16 30 0,133 70 30
8 12 0,08 80 30
8 10 0,118 100 45
12 15 0,167 100 30
6 25 0,167 20 1200
(20 horas)
8 42 0,28 100 30
24 18 0,15 100 45
10 30 0,15 97 30

Eter de petréleo +

Tabela 2 — Condi¢des de extracéo [100]

o 2 x 100 mL Agua 5x 100 mL
éter dietilico (9+1)
3x100 mL e 3x50 )
n-Heptano Agua 4 x 100 mL
mL
12 - 5% KOH
1x 100 mL
22 — 30% etanol numa
. 1x 100 mL
solucdo 9% de cloreto
n-Heptano 1x 100 mL o
de sbdio
32— 0,9% cloreto de
) 1 x 100 mL
sodio
Eter dietilico 2 x 100 mL Agua 4 x 50 mL
Eter de petroleo + .
o 2 x 200 mL Agua 6 x 50 mL
éter dietilico (1+1)
Eter de petroleo + .
i o 2 x 500 mL Agua 5 x 150 mL
éter dietilico (1+1)
3 o 1x 150 mL i
Eter dietilico Agua 5x 200 mL
3x75mL
Eter de petroleo + ) ]
3 x 100 mL Agua 100 mL até pH neutro

éter dietilico (1+1)
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Anexo 3

Tabela 1 — Exemplo de uma folha de célculo utilizada na determinagdo do teor da vitamina D

PARAMETRO: Vitamina D
DATA: 04.07.2013 Executante: DIP
AMOSTRA: XXX N°/Data Entrada: | xxx/03.07.2013
Observacoes: Pasta N°:
VITAMINA D3
D, D3

A (nm) 265 265
E™1cm (em etanol) 475 480
Absorvéncia A 0,385 0,570
Conc. do Padrdo C, (ug/ml) = (Ax10"/E) 8,105 11,875
Areas(médias) dos picos dos Padrées Ap p; 1344941,4 2056833,7
DETERMINACAO DO FATOR DE RESPOSTA
Fr = (Apps X Cp.p2) / (App2 X Cpp3) = 1,043828905

i=1 i=2 i=3
AMOSTRA
MassaMi(@) |- 50,014 51,1991
Volume V;(ml)
PADRAO INTERNO
Volume Vp p, (Ml) 02 02
DILUICAO 1 1

PADRAO INTERNO

Concentracéo C, p, (Hg/ml)

8,105263158

8,105263158

AREA de PICO de D, A p» 249252,8 408104,8
AREA do PICO de D; A ps 117758,2 200964,7
CONCENTRACAO DE VITAMINA D;
NA AMOSTRA
Cips = (Aip3 X Vpip2 X Cip2 X 100) /
(Aip2 X FrRX M) 1,466990563 1,493666175
ou V)
Hg / 100 g de amostra
REPETIBILIDADE (C.V. <= 5%) OK

r Repetibilidade

0,207245972

Data do fim de anélise

05.07.2013

Cos, media = (Cops + Caps) /2=

1,480 pg/100 g de amostra
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Anexo 4
L) H :
% LC Calibration Report
Reponed by User:  Graga Dias (Gdlas) Project Mame:  Referenclaivitamina D
Processing Method: 130502D3RC Project Mama: Referznciaiviaming D
Processing Method ID; 5255 Systent HPLCS
Calloration IC: 5291 Channel: WZ99E 265.0nm-1.2
Date Callbrated: S273013 11209103 AM Proc. Chinl. Descr..  W2396 PDA 265.0nmat 1.2

Calibration Plot group for D2 contains no data.

Point Information ' Peak: D2 table contains no data.

'I-l'-\.l\.'II:E—:
1 :“.-.1|:E—:
1 :-.-.u:E—:
Boe10™
3 i
40105
20105
o
2010
LI N N I L N I NN N IR B N B B RN B B R B S BN B R RN R BN RN BN RN R RN BN BN B R
ol 0s0 100 150 200 250 300 60
AT
Mame: D3; RT: 21.597, FH Type: Linear (15t Ordar); Cal Curve id: 5393; R: 0.99014E; A2 0.9%3297;
Weighting: Mone; Bquation: Y = 3.662+005 X - 1.952+004
Peak: D3
: Caic. =%
Sampie Name | Result id [ Name | Level | X value | Response | = - | o | Manual| ignore
1 |0D1_D24+D3 5290 |D3 010 39200.001 | O0.161 |-31.58 M Ko
2 |D_D2+03 5302 |03 0.110 34220 110 | 0,148 |-25.60 ' ] 0
3 |DE_D2+03 5305 |03 0.494 171158674 | 0.521 |-5.25 4] O
4 |0E_D2+D3 5308 |D3 0.494 167099962 | 0,810 |-3.19 M Ko
= | 1_D2+D3 5311 |03 0958 327031233 | 0950 | 4.06 4] No
& | 1_D2+D3 5314 |D3 0958 336644745 | 0,979 | D9 4] O
T | 1.5 _D24+D3 5315 |D3 1.537 S26228.056 | 1.491 |3.09 M Ko
8 |1,5_D2+D3 5318 | D3 1.637 546278932 | 1.546|-056 MNo Mo
9 | 2_D2+D3 5321 D3 1.976 693221575 1.947|1.50 Mo No
10| 2_D2+D3 5324 | D3 1.976 685541072 1926|260 Mo Mo
111]2,5_D2+D3 5327 | D3 2525 883158937 | 2466|241 Mo Mo
12| 2,5_D2+D3 5330 | D3 2525 891949477 | 2490|143 Mo No
13| 3_D2+D3 5333 |D3 2 964 1059910413 | 2948|054 Mo Mo
14| 3_D2+D3 5336 | D3 2 964 1053350940 | 2930|1.16 MNo Mo
15| 3,5_D2+D3 5339 (D3 3.513 1291982985 | 3.582|-1.92 Mo Mo
16| 3,5_D2+D3 5342 |1 D3 3513 1305890835 | 3.620|-295 Mo No

Figura 1- Exemplo do relatério de calibracdo da reta efetuada resultante do programa
EMPOWER?® utilizado
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Anexo 5
Exemplo de folha de célculo para a validacédo da reta de calibragéo
Conc. Sinal (yi,-:Area do pico j;ensaio ;)
i xi (mg/ml ensaio 1 ensaio 2 ensaio 3 ensaio 4 ensaio 5 ensaio 6 ensaio 7 ensaio 8 ensaio 9 ensaio 10
1] 0,100 | 40438,00000 | 36192,00000 | 40931,00000 | 40084,00000 | 34010,00000 | 40726,00000 | 38088,00000 | 37833,00000 | 42503,00000 | 57092,00000
1] 0,100 | 40629,00000 | 42802,00000 | 37201,00000 | 41155,00000 | 38000,00000 | 46947,00000 | 39278,00000 | 37235,00000 | 45804,00000 | 55883,00000
2] 0,500 | 171158,67400
2| 0,500 | 167099,94600
3] 1,000 | 327931,23300
3] 1,000 | 338844,74500
4| 2,000 | 693221,57500
4| 2,000 | 685541,07200
5] 2,500 | 883158,93700
5] 2,500 | 891949,47700
6] 3,500 ]1185413,00000]1182592,00000]1187602,00000]1183039,00000| 1184124,00000|1186222,00000f1178771,00000| 1198705,00000| 1200967,00000] 1146810,00000
6] 3,500 ]1180002,00000]1182247,00000f1179501,00000]1179244,00000| 1183943,00000| 1194666,00000] 1184665,00000] 1206791,00000] 1190015,00000] 1160963,00000
Figura 1 — llustrac@o do separador de introducéo dos dados da reta de calibracdo na folha de célculo
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Concentracdo (pg/ml) Area do Pico
0,100 40438,000
y = 342840a0963Ca 12854 L3 0
0,100 40629,000 Rz =0,99856
0,500 171158,674 1400000,000
0,500 167099,946
1200000,000
1,000 327931,233
1,000 338844,745 1002000,000
-
2,000 693221,575 808900,000
2,000 685541,072 2
2,500 883158,937 60@001000
()
3,500 1185413,000
3,500 1180002,000 200000,000
0,000
Coeficiente de correlacao 0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000
R = 0,999278002 Concentragéo(ug/ml)
R>0,995 OK

Figura 2 — llustracéo representativa do separador do coeficiente de correlagédo
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Conc. Sinal (yij:Area do pico j;ensaio )
i ki (mg/ml ensaio 1 | ensaio 2 ensaio 3 ensaio 4 ensaio 5 ensaio 6 ensaio 7 ensaio 8 ensaio 9 ensaio 10
1] 0,100 | 40533,50000  39497,00000  39066,00000  40619,50000 36005,00000 43836,50000 38683,00000 37534,00000 44153,50000 56487,50000
2| 0,500 | 169129,31000
3| 1,000 | 333387,98900
41 2,000 | 689381,32350
5] 2,500 | 887554,20700
6] 3,500 |1182707,50000 1182419,50000 1183551,50000 1181141,50000 1184033,50000 1190444,00000 1181718,00000 1202748,00000 1195491,00000 1153886,50000
Média y; = 41641,55
Desvio Padrdo y; = 5796,84 ™N — ) 2 n
CV%y; = 13,92 E I . E .
Variancia y; = 33603392 2 j=1 y 1L .] y 1 — j=1 y”
S i — i 1 y = -
n ni
Média y10 = 1183814,10
Desvio Padréao y10 = 12689,81
CV%y10 = 1,07 Siz = Variancia de y;
Variancia y10 = 161031375
S 2
" PG _ 10 - S 2 > S 2 PG = 4792116722
312 10 1
o F(n10-1,n10-1, 990 % = 5,35
S 2 PG<F OK
PG =—- 2 g2
SE S S PG>F
10 1 10

Figura 3 — llustracao representativa do separador de homogeneidade das variancias do primeiro e do Gltimo ponto da reta de calibragédo
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Diferenca das variancias

DS? =(N -2)Sy” - (N -3).8y’

Valor do teste
DS *
PG = ——
S ;

4,884122189E+08

F (1,N-3,99% ) — 10,56143105

PG<F OK

PG>F

PG = 1865668258

O ajuste polinomial nédo é significativamente melhor que o linear

O ajuste polinomial é significativamente melhor que o linear

Figura 4 — llustraco representativa do separador para o teste de linearidade (Mandel)
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Concentragdes

Concentracéo-x;| . Sinal Ajuste . Critério de
(pg/ml) Sinal Linear- y Residuos aceitacdo 10%
0,100 40438,00000| 37088,20707 9,03 oK
0,100 40629,00000| 37088,20707 9,55 OK
0,500 171158,67400| 173984,41094 -1,62 OK
0,500 167099,94600| 173984,41094 -3,96 oK
1,000 327931,23300] 345104,66578 -4,98 OK
1,000 338844,74500| 345104,66578 -1,81 OK
2,000 693221,57500] 687345,17546 0,85 OK
2,000 685541,07200] 687345,17546 0,26 oK
2,500 883158,93700] 858465,43030 2,88 oK
2,500 891949,47700| 858465,43030 3,90 OK
3,500 1185413,00000] 1200705,93998 -1,27 OK
3,500 1180002,00000| 1200705,93998 1,72 OK
Andlise de residuos
Declive (b )= 342240,5097
12,00 Ordenada na
10,00 1 origem (a)=  2864,1561
8,00 1
26,00 1
S 4,00 1
N\ L N
“_2:00.1 2 4 5 7 8 9 10 M
-4,00 1 V
-6,00

Figura 5 — llustracéo representativa do separador da analise de residuos para os pontos da reta de calibragcéo
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Anexo 6

Tabela 1 — Exemplo de uma folha de calculo para a determinacao dos coeficientes de variagao

para a repetibilidade e para a precisao intermédia

AMOSTRA XXXXX
DADOS / série Dia 1 Dia 2 Dia 3
data de analise 18.04.2013 14.05.2013 3.6.2013
n
1 5,888757093 6,11738114 6,867759
2 5,781307787 6,73296955 7,584484
5,814181571
6,313243377
CALCULOS
xmédio 5,949372457 6,42517535 7,226122
Xmédio 6,533556541
s 0,246710747 0,43528674 0,506801
v, 0,060866193 0,18947454 0,256848
v, 3 1 1
vmédia (s,%) 0,125784134
Vmédia (s.?) 0,416332096
Vpi (sp” 0,54211623
S 0,35466059
Spi 0,736285427
CV, (%) 5,428292965
CVei (%) 11,2692899
r 0,993049652
Pi 2,061599196
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Anexo 7

Folhas de célculo utilizadas na determinacao da incerteza dos resultados

Tabela 1 — Exemplo de uma folha de célculo para a determinagdo da incerteza relativa

associada a precisdo intermédia

DADOS DE PRECISAO

AMOSTRA XXXXX
ANALITO Vitamina D3
Operador DIP DIP DIP
data de
analise 18.04.2013 14.05.2013 3.6.2013
série(i) 1 2 3
n pg/100 g ug/100 g pg/100 g
1 5,8888 6,1174 6,8678
2 5,7813 6,7330 7,5845
5,8142
6,3132
Média Cri Hg/100 g 5,9494 6,4252 7,2261
Desvio s 1100
Padréo HY Y 0,246710747 | 0,435286735 | 0,506801294
Coeficiente cv %
de variacéo 4,14683647 | 6,774705928 | 7,013461803
Variancia v HgZ/(100 g)2 0,060866193 | 0,189474542 | 0,256847551
Desvio
padrédo da Sy H1g/100 g 0,376846944
repetibilidade
Coeficiente
gz vanagao | oy, % 5,76786842
repetibilidade
Limite da L, 1g/100 g 1,055171444
repetibilidade
Desvio
Efggi‘éga Spi 1g/100 g 0,747225345
intermédia
Coeficiente
de variacdo | cy, % 11,43673189
da preciséo
intermédia
Limite da
preciséo I—pi pg/lOO g 2,092230965
intermédia
Incerteza
padréo
e . |u(©) 1g/100 g 0,114367319
precisdo
intermédia
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Tabela 2 — Exemplo de uma folha de célculo para a determinagéo da incerteza relativa

associada a exatidao

DADOS DE EXATIDAO

Material
Referéncia NIST 1849a
Certificado
Analito Vitamina D3
Valor
Certificado = Mg/100g
Incerteza
expandida 1,7 pg/100 g
(certificado)
Incerteza
padrao 0,85 H1g/100 g
(estimada)*
Data Operador K1g/100 g
14-10-2013 DIP 13,7070
14-10-2013 DIP 12,0520
Média Cri Hg/100 g 12,8795
Desvio Padréo S pg/100 g 1,17028355
Cogficiente de cv %
variacao 9,08640345
variancia Vv Hg?/(100 g)® 1,36956359
Z-score** 1,50005799
Incerteza padréo
relativa da u(Ex) 0,09996053
exactidao
Incerteza padréo
relativa da
exactidao, ndo
considerando a ur(Ex)_p 0,06425057
incerteza do
MRC
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Tabela 3 — Exemplo de uma folha de célculo utilizada na determinagdo da incerteza relativa
combinada e da incerteza relativa expandida combinada

INCERTEZA EXPANDIDA

Analito vitamina D3

Incerteza do Incerteza do
MRC MRC néo
Unidades | contabilizada contabilizada

Incerteza padréo relativa

combinada u(C)/IC 0,120910275 | 0,093286455
Incerteza padréo

combinada u(C) pg/100 g

Incerteza expandida

relativa combinada* U(C)/C 0,241820551 | 0,18657291
Incerteza expandida

combinada* U(C) pg/100 g 0 0
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Absorvancia

Absorvancia

Anexo 8
Cromatogramas representativos de cada matriz analisada
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00 200 400 600 &0 1000 1200 1400 1600 1300 2000 200 240 2600 2800 3000
Minutos
Figura 1 — Cromatograma da amostra de MRC utilizado, NIST1489a, 1 — Vitamina D, (TR: 19.992
minutos) e 2 — Vitamina D3 (TR: 21.213 minutos)
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Figura 2 — Cromatograma da amostra de massa infantil, 1 — Vitamina D, (TR: 21.142 minutos) e 2 —
Vitamina D3 (TR: 22.340 minutos)
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Figura 3 — Cromatograma da amostra de iogurte D, 1 — Vitamina D, (TR: 20.916 minutos) e 2 — Vitamina
D3 (TR: 22.284 minutos)
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Figura 4 — Cromatograma da amostra de leite A, 1 — Vitamina D, (TR: 19.865 minutos) e 2 — Vitamina D5
(TR: 21.397 minutos)
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Figura 5 — Cromatograma da amostra de leite B, 1 — Vitamina D, (TR: 20.075 minutos) e 2 — Vitamina D3
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Figura 6 — Cromatograma da amostra de ovos gaiolas, 1 — Vitamina D, (TR: 22.781 minutos) e 2 —

Vitamina D; (TR: 24.113 minutos)
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Figura 7 — Cromatograma da amostra de cereal A, 1 — Vitamina D, (TR: 24.853 minutos) e 2 — Vitamina D3
(TR: 26.150 minutos)
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