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Resumo

Os &cidos benzoico e soérbico séo os conservantes mais usados na inddstria
alimentar estando presentes numa grande variedade de alimentos de consumo
frequente. Assim, a avaliacéo da ocorréncia destes aditivos é essencial para garantir a
seguranca dos consumidores e, exige resultados precisos e fiaveis que devem ser
determinados através de métodos validados.

O presente trabalho teve como objetivo a validacdo de um método analitico de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com base no descrito pela Norma
Europeia 12856 para a determinacdo dos conservantes, acima mencionados, em
diferentes matrizes alimentares.

Ambos os conservantes foram separados e quantificados numa coluna C18 de
fase reversa usando, para tal, uma fase mével composta por tampéo fosfato (0,0125M
a pH 3,5) e acetonitrilo, em eluicdo por gradiente, com um fluxo de 1 mL/min, e
detecdo na regido do ultravioleta (UV) a um comprimento de onda de 220 nm.

O processo de validacdo consistiu na avaliacdo da gama de trabalho,
linearidade, limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ), repetibilidade,
precisao intermédia, exatidao e, no fim, quantificada a incerteza dos resultados.

O método foi aplicado na gama de concentracdes de 4 — 40 pug/mL, para a qual se
observou uma boa linearidade para todos os analitos (r*> 0,999).

Os resultados dos ensaios de repetibilidade e de precisédo intermédia revelaram
desvios padrdo relativos inferiores a 5% e 7%, respetivamente, e taxas de
recuperacao para todos os analitos compreendidas entre os 74 e os 116%. O método
revelou ser exato e os resultados obtidos estdo afetados de uma incerteza de 7% para
0 acido benzoico e de 8% para o acido sorbico.

O método foi aplicado com sucesso a andlise de amostras de sumos de fruta e
refrigerantes, iogurtes, marmeladas, molhos emulsionados e n&o-emulsionados,
produtos de pastelaria e de panificacdo. O teor de acido sorbico e acido benzoico nas

amostras variou entre 91 — 1298 mg/kg e entre 94 - 824 mg/kg, respetivamente.

Palavras-chave: Acido benzoico, é&cido sorbico, HPLC, validacdo de métodos,

edulcorantes intensos, géneros alimenticios.






Abstract

Food preservatives such as benzoic and sorbic acid are commonly used in food
industry and are present in a wide variety of foodstuff. Therefore the assessment of
their occurrence is essential to ensure the consumer safety, which requires accurate
and reliable results determined by validated methods.

The work presented in this thesis aimed to the validation of a high performance
liquid chromatography (HPLC) analytical method based on the procedure of European
Standard 12856 for the determination of preservatives, namely, benzoic and sorbic
acid in different food matrices.

Both preservatives were chromatographically separated on a reversed stationary
phase C18 column. The mobile phase was constituted of phosphate buffer (pH 3.5
0,0125M) and acetonitrile in gradient elution at flow rate of 1 ml/min and UV detection
at 220 nm.

The method validation process included the evaluation of the working range,
linearity, limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ), intra-day precision,
inter-day precision, accuracy and the determintation of the results uncertainties.

The method was applied in the concentration range of 4-40 pg/ml, presenting
good linearity for all analytes and determination coefficients (r* > 0,999).

The intra-day RSD, and inter-day RSDg were less than 5% and 7%, respectively,
and recovery rates for all analytes ranged from 74 to 116%. The method has proved to
be accurate and the results uncertainties were 7% to benzoic acid and 8% to sorbic
acid.

The validated method was successfully applied to the analysis of various
samples of fruit juices and beverages, yogurts, jams, emulsified and non-emulsified
sauces, bakery and pastry products. The concentration of sorbic and benzoic acid in

the samples ranged from 91 - 1298 mg/kg and between 94 - 824 mg/kg, respectively.

Keywords: Benzoic acid, Sorbic acid, HPLC, method validation, intense sweeteners,

foodstuffs.
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Este trabalho foi desenvolvido no ambito do Projeto MONITADITIVOS, no
Laboratério de Quimica do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo (DAN) do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA, I.P.) e consistiu na Validacao
de um Método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), descrito pela
Norma EN 12856 e sua posterior aplicacdo a diferentes produtos alimentares
disponiveis no mercado nacional para analise do teor de conservantes e de alguns

edulcorantes intensos.
1.1. Enquadramento do tema

Hoje em dia como a producéo e distribuicdo dos alimentos esta cada vez mais
globalizada o risco da disseminacdo de doencas relacionadas com a presenca de
agentes patogénicos quimicos ou microbiolégicos nos alimentos pode ser elevada.
Neste contexto garantir a seguranca alimentar dos consumidores é cada vez mais
importante na sociedade, tornando-se imprescindivel para o Homem armazenar, tratar
e acondicionar os géneros alimenticios de forma adequada [1].

Os aditivos alimentares sé@o de grande utilidade nesses processos mas tém sido
muitas vezes alvo de discussdo entre os consumidores que 0s associam a produtos
guimicos nocivos presentes nos alimentos [2].

Por ser uma questao polémica e de modo a garantir a seguranca do consumidor,
a legislacdo europeia exige uma revisao periddica dos estudos apresentados no
processo de aprovacdo de aditivos para avaliar qualquer alteracdo no padréo de
consumo alimentar e, assim efetuar alteracbes, por exemplo, ao nivel, da Dose Diaria
Admissivel [1].

De entre as varias classes de aditivos, os conservantes como o acido benzoico e
acido soérbico e os seus respetivos sais, estdo presentes em praticamente todo o tipo
de alimentos industrialmente processados que fazem parte da nossa dieta.

De forma a concretizar a realizacdo de estudos de avaliagdo da exposi¢cido aos
conservantes é essencial o desenvolvimento e a validagcdo de métodos analiticos
robustos e sensiveis, capazes de determinar a presenca e a quantidade destas
espécies no maior nimero possivel de matrizes alimentares. Assim, é possivel

controlar o cumprimento da legislacdo pelos produtores [3].
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1.2. Aditivos Alimentares

Desde os tempos remotos que varias substancias quimicas sédo adicionadas aos
alimentos para desempenhar determinadas funcdes [4]. Embora os aditivos
alimentares sejam parte integrante da inddstria alimentar moderna, desde ha séculos
gue o Homem se preocupa com a preservacgdo dos alimentos, nomeadamente, através
da utilizacé@o de vinagre para preservar legumes e do uso de sal para preservar carne
e peixe [5].

Desde o século XIX, sdo utilizadas outras substancias quimicas, ndo s6 para
conservar, mas também para conferir caracteristicas que tornem os alimentos mais
agradaveis, como € o caso da cor, do sabor ou da sua textura [1].

A Unido Europeia (UE) na Diretiva 89/107/CEE define aditivo alimentar
“qualquer substancia ndo consumida habitualmente como alimento em si mesmo e
habitualmente nao utilizada como ingrediente caracteristico na alimentacdo, com ou
sem valor nutritivo, e cuja adi¢do intencional aos géneros alimenticios, com um
objetivo tecnoldgico, na fase de fabrico, transformacéo, preparagdo, tratamento, e
condicionamento, transporte ou armazenagem, tenha por efeito, que ela prépria ou os
seus derivados se tornem direta ou indiretamente um componente desses géneros
alimenticios” [1,5,6]. De realcar que qualquer substancia adicionada sem intencao,
como é o caso dos agroquimicos nas culturas [7], ou dos adjuvantes tecnoldgicos [6],
nao esta incluida na definicdo de “aditivo alimentar”.

Diferentes tipos de aditivos sdo usados para diferentes propdsitos, embora
muitos deles desempenhem, individualmente, mais do que uma funcdo. Para fins de
classificacao e regulacao, estas substancias foram agrupadas consoante a sua funcéo
primaria (Figura 1) em: conservantes, corantes, antioxidantes, edulcorantes,
emulsionantes, estabilizadores, espessantes e gelificantes, e outros aditivos
(intensificadores de sabor, acidificantes, reguladores de acidez, antiaglomerantes,
amidos modificados, levedantes, antiespumas, agentes de revestimento, agentes de
endurecimento, humidificantes, sequestrantes, agentes de tratamento de farinha,
propulsores, gases de embalagem e enzimas) [6,8].

De forma a garantir a confianca dos consumidores e de harmonizar as normas
da industria alimentar em todo o espaco da UE foi criado um sistema de identificacdo
sendo atribuido a cada aditivo um ndmero de trés ou quatro algarismos precedidos
pela letra “E”, para evidenciar que o mesmo foi considerado seguro e autorizado pelo
Comité Cientifico dos Alimentos (Scientific Committee on Food — SFC) do Conselho
Europeu, mais tarde substituido pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar

(European Food Safety Authorithy - EFSA), e a sua inclusdo na respetiva diretiva

4
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tenha sido aprovada pelos véarios Estados Membros [8,9,10]. Este sistema “E-ndmero”
permite caracterizar os varios aditivos consoante a sua funcéo (Figura 1), sendo uma
maneira simples de os referir nos rétulos dos produtos alimentares por toda a UE
ultrapassando as barreiras linguisticas [2].

Edulcorantes Conservantes
(E950-E967) (E200-E299)

Antioxidantes
(E300-E399)

Emulsionantes,
Estabilizadores
, Gelificantes,
Espessantes
(E400-E495)

Figura 1 - Classificacdo dos aditivos alimentares consoante a funcdo que desempenham nos
alimentos [5].

1.2.1. Regulamentac¢éo dos Aditivos Alimentares

Cada um dos Estados Membros da UE teve, durante muitos anos, a sua propria
legislagdo em matéria de aditivos alimentares o que dificultava as trocas comerciais
com outros paises. No entanto, este paradigma mudou e acredita-se que um mercado
Unico de bens alimentares e a sua livre circulagdo pode promover o desenvolvimento
economico. Desta forma, tornou-se essencial a harmonizacéo da legislacdo em todo o
espaco europeu [9].

Desde 1988, a UE através de avaliacdes de riscos efetuadas pelo SFC e
atualmente pela EFSA, tem harmonizado a legislacdo nacional dos Estados Membros
através da Diretiva 89/107/CEE, alterada pela Diretiva 94/34/CE, que regulamenta os
aditivos alimentares que podem ser utilizados nos géneros alimenticios destinados ao
consumo humano, bem como o0s principios gerais que regulam o processo de
autorizacdo de novas substancias na UE [8,9,11]. Esta diretiva-quadro &
complementada com outras trés diretivas adotadas pelo Parlamento Europeu e pelo
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Conselho Europeu, em 1995, relativas aos edulcorantes (Diretiva 94/35/CE), corantes
(Diretiva 94/36/CE), e restantes aditivos (Diretiva 95/2/CE, alterada pelas Diretivas
98/72/CE, 2001/5/CE, 2003/52/CE, 2003/114/CE e 2010/69/UE), onde sdo definidas
listas dos aditivos autorizados (com a exclusédo de outros) e referidos alimentos nos
guais podem ser utilizados e os limites maximos permitidos [2]. Existem ainda diretivas
especificas (Diretivas 95/31/CE para os edulcorantes, 95/45/CE para os corantes e
96/77/CE, alterada pelas Diretivas 2008/84/CE e 2010/67/UE, para os restantes
aditivos) que estabelecem critérios de pureza para os aditivos autorizados [1,12].

Em Portugal, a utilizacdo de aditivos em géneros alimenticios encontra-se
regulada pelo Decreto-Lei n® 192/98 de 8 de Maio, que resultou da transposi¢cdo da
Diretiva 89/107/CE, o qual foi recentemente alterado pelo Decreto-Lei n°64/2011 de 9
de Maio. Por sua vez, os critérios de pureza estabelecidos pela Diretiva 96/77/CE
foram transpostos para o Decreto-Lei n°365/98, de 21 de Novembro, também alterado
pelo Decreto-Lei n°® 64/2011 [12].

E importante salientar que os aditivos alimentares s&o o Gnico dominio técnico onde a
aprovacao com vista a utilizacdo de uma substancia requer um procedimento de
codeciséo, 0 que torna a gestédo das aprovacdes morosa e complicada [13].

No processo de regulamentacédo de aditivos alimentares, todos os paises devem
ter acesso a avaliagfes fidedignas sobre os riscos associados a sua utilizacdo, mas
poucos tém capacidade técnica e meios econémicos para efetuarem estas avaliaces.

Sendo assim, é muito importante o trabalho realizado por agéncias
internacionais criadas conjuntamente pela Organizacdo Mundial de Saude (World
Health Organization — WHO) e pela Organizacdo das Nacbes Unidas para a
Agricultura e Alimentacdo (Food and Agriculture Organization — FAO) como o Comité
Misto de Peritos da FAO/OMS em aditivos alimentares (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives - JEFCA) e Comité do Codex Alimentarius sobre
Aditivos Alimentares e Contaminantes (Codex Committee on Food Additives and
Contaminants - CCFAC), que se dedicam a estudar os aditivos com o objetivo de
estabelecer regulamentagédo internacional. O JEFCA atua como um conselheiro
cientifico para a FAO e OMS e para a Comissao do Codex Alimentarius (Codex
Alimentarius Commission - CAC), e estabelece as linhas de orientacdo para avaliar a
seguranca dos aditivos, realizar avaliagfes toxicolégicas, determinar a Dose Diaria
Admissivel (DDA) de cada aditivo, preparar as suas especificacdes de pureza e avaliar
a frequéncia do consumo de alimentos com aditivos. O CCFAC, por sua vez,
aconselha o CAC sobre aditivos alimentares, contaminantes e outras substancias
toxicas naturalmente presentes, examinando a pureza e as caracteristicas dos

aditivos, estabelecendo o limite maximo de contaminantes e indicando quais os



Capitulo 1 - Revisao Bibliografica

alimentos a que podem ser adicionados aditivos e qual a quantidade maxima que pode
ser adicionada [5,8,11].

Nos Estados Unidos, a regulacdo dos aditivos recai sobre a Food and Drug
Administration (FDA) e sobre o Departamento da Agricultura (United States
Department of Agriculture - USDA). Como resposta ao uso generalizado de muitas
substancias ndo aprovadas pela FDA, em 1958 foi criada a “lista GRAS" (Generally
Recognized As Safe), que compreende as substancias reconhecidas por unanimidade
como sendo seguras. Esta lista equivale a “lista positiva” da legislacdo Europeia
(primeira regulac@o europeia sobre aditivos alimentares) onde séo discriminados todas
as substancias permitidas, as quais foram cientificamente comprovadas como sendo
inGcuas para os seres humanos [11].

Além dos rigorosos critérios aplicados na avaliacdo de risco, os regulamentos
também exigem que os aditivos aparecam nos rotulos das embalagens dos alimentos
e bebidas onde estdo presentes, com excecdo dos casos em que tenha sido
cientificamente demonstrado que, em condicdes especificas, ndo sdo suscetiveis de
provocar reacgdes indesejaveis, sendo a sua inclusao no rétulo facultativa. Nos rétulos
deve, ainda, estar discriminado o nome ou namero do aditivo e qual a sua fungéo no
produto [11].

De referir ainda que segundo o Regulamento 1169/2011 da UE, a partir de 2014,
0s produtores e distribuidores que queiram vender produtos alimentares online teréo
qgue disponibilizar ao consumidor uma informacdo completa sobre os géneros

alimenticios que comercializam [14].

1.2.2. Aprovacédo de novos Aditivos Alimentares

Como a inclusédo de novos aditivos alimentares no espaco europeu pode ser
proposta pela UE ou por um dos seus Estados Membros, a UE estabeleceu uma
estrutura legislativa (Figura 2) conducente a autorizacdo destas substancias. Esta
autorizacdo requer uma avaliacdo de seguranca pelo SFC/EFSA que avalia a
informacgédo providenciada pelo produtor em relacdo ao novo aditivo, incluindo dados
toxicoldgicos e respectiva funcéo, bem como outras informacdes relevantes para o
processo. No caso de o aditivo preencher os requisitos de seguranca, o SFC/EFSA
estabelece a sua DDA e a Comissdo Europeia (European Comission — EC)
desenvolve uma legislagcdo baseada nos pareceres do comité e apresenta-a ao
Conselho Europeu e ao Parlamento Europeu. A aprovacdo € promulgada numa
Diretiva Comunitaria Europeia que obriga cada Estado Membro a efetuar as alteracbes

necessarias na legislacdo nacional de forma a incluir o novo aditivo.
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Alternativamente, o produtor pode pedir ao respetivo Estado Membro uma
autorizacao nacional provisoéria enquanto a UE delibera sobre a legalizacdo do aditivo.
Neste caso, um comité de peritos do Estado Membro avalia o pedido, seguindo
procedimentos semelhantes aos usados pelo SFC. Se o Estado membro estabelecer a
DDA, o aditivo pode ser aprovado para uso nesse pais por um periodo de 2 anos,
enquanto o pedido de autorizagéo é estudado na UE. Se o aditivo vier a ser autorizado
pelo SCF sera objeto de uma Diretiva Europeia. Caso contrario o aditivo sera banido

de todos os Estados Membros [11].

Comité Cientificodos | ™. Comité de Peritos do
Alimentos (SFC) ' Estado-Membro
Comissao Europeia Conselho de Ministros

por 2 anos

Diretiva CE
Figura 2 — Procedimento legislativo conducente & aprovagdo de um novo aditivo alimentar na UE
[11].

Depois da inclusdo do novo aditivo no mercado, cabe as agéncias reguladoras
monitorizar e realizar revisdes regulares a seguranca da substancia em questdo, em
resposta a novos pareceres cientificos de relevo [3].

No que se refere a aprovacao de aditivos alimentares nos Estados Unidos, o
pedido de autorizacdo é apresentado a FDA. O processo deve incluir informacéo
pertinente sobre a toxicidade do aditivo baseado em testes toxicoldgicos em animais
ou até mesmo em humanos. Para avaliar se um aditivo deve ou néo ser aprovado, a
agéncia considera a composicdo e os atributos da substéncia, a quantidade provavel
em que é ingerida, os possiveis efeitos a longo prazo para o consumidor e outras
caracteristicas de seguranca. Se o aditivo for aprovado, a FDA publica uma nova
regulamentacédo onde sao incluidos os tipos de alimentos aos quais se pode adicionar
o aditivo em questdo, a quantidade maxima que pode ser adicionada e a forma como

deve estar identificado nos rétulos dos produtos [11].
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1.2.3. Dose Diaria Admissivel (DDA)

A presenca de um ou mais aditivos, em quantidades variaveis, pode
desempenhar diversas func¢des nos alimentos, desde melhorar a qualidade nutricional
dos produtos, promover a sua seguranca durante o prazo de validade, facilitar o
processamento e, por vezes, conferir caracteristicas aos produtos que os tornem
desejaveis para o consumidor. Em suma, o uso de aditivos traz, aparentemente,
beneficios quer para o produtor quer para o consumidor [5].

No entanto, como foi abordado nos subcapitulos 1.2.1 e 1.2.2 sdo realizados

inUmeros testes para avaliar a toxicidade dos aditivos com base nos quais as
autoridades reguladoras, como o JEFCA, desenvolveu o conceito de Dose Diaria
Admissivel (DDA) para garantir a seguranca dos consumidores [2].

A DDA representa a quantidade estimada de, por exemplo, um aditivo que pode
ser consumida diariamente durante toda a vida, sem quaisquer repercussfes para a
saude humana. Este valor é expresso em miligrama de aditivo por quilograma de peso
corporal por dia [1].

A definicdo da DDA envolve a analise dos resultados dos testes toxicologicos e
tem por base a determinagcédo da dose maxima que pode ser administrada e que néo
apresenta efeitos toxicos, “nivel de efeito adverso ndo observado” (No observed
adverse effect level - NOAEL), para os animais que foram objeto de estudo [1,2,3].

Devido a margem de seguranca utilizada na determinacéo da DDA, a ocorréncia
de reacdes adversas soO € provavel caso o consumo do aditivo em causa ultrapasse o

valor da DDA por longos periodos de tempo [2].

1.3. Conservantes Alimentares

Segundo a Diretiva Comunitaria 95/2/CE, o termo “conservante” diz respeito a
“todas as substancias que prolongam a durabilidade dos géneros alimenticios contra a
deterioracdo causada por microrganismos”, diferente da definicdo de “antioxidante”
gue considera “todas as substancias que prolongam a durabilidade dos géneros
alimenticios, protegendo-os contra a deterioracdo causada pela oxidagao, tal como a
rancidez das gorduras e as altera¢bes de cor [15].

Nos Ultimos anos, a inddstria alimentar tem-se deparado com um desafio
crescente no que toca a conservacdo dos alimentos. Se por um lado existem

restricbes impostas pela legislagdo relativa ao uso de aditivos e consumidores cada
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vez mais exigentes, que desejam produtos de elevada qualidade e sem aditivos, por
outro lado aumenta a procura por alimentos processados e pré-cozinhados cuja
conservagao requer a utilizagcéo de aditivos [16-18].

Com efeito, a adicdo de agentes quimicos como o acido benzoico e o acido sorbico, e
respetivos sais de sodio e potassio, € o método mais frequentemente usado pela
indUstria para evitar a deterioracdo dos alimentos. Estes conservantes sao
considerados como agentes antimicrobianos, pois inibem ou retardam o crescimento
de bactérias, fungos e bolores [19].

De facto, € comum encontrar estes dois aditivos nos rétulos de diversos géneros
alimenticios tais como, sumos, refrigerantes, marmeladas, molhos emulsionados (ex:
maionese) e ndo emulsionados (ex: ketchup), produtos de pastelaria, pdo em fatias,
entre outros. Consoante o tipo de alimento, a UE estabeleceu na Diretiva Europeia

95/2/CE os limites maximos permitidos para cada conservante (Tabela 1).

Tabela 1 — Exemplos de categorias de alguns géneros alimenticios aos quais pode ser adicionado
acido benzoico (Ab) e &cido sérbico (As), ou uma combinacéo destes (As+Ab) e respetivo limite

maximo permitido (mg/L ou mg/kg) [20,21].

Limite maximo permitido

Género Alimenticio Acido Acido Exemplo
e . As+Ab
Sorbico Benzoico
Bebidas aromatizadas néo alcodlicas 300 mg/L 150 mg/L ZSH?;}LSO Sumos
Marmelada - - 1500 mg/kg  Marmeladas

Pao pré embalado em fatias e pao de 2000 mg/kg i i P0 em fatias
centeio

Molhos emulsionados com menos de 60% Maionese light,

de matéria gorda 2000 mgrkg - - Margarina

liquida

Molhos ndo emulsionados - - 1000 mg/kg Ketchup
Produtos de confeitaria (exceto chocolate) - - 1500 mg/kgl Bolos para

venda a retalho

Sobremesas a base de produtos lacteos,
incluindo os produtos lacteos

. 300 mg/L ou
aromatizados, fermentados com fermentos - - (mg/kg) logurtes
vivos, ndo submetidos a tratamento 9kg
térmico

" no Decreto-lei 363/98 esta declarado um teor maximo de 1500 mg/kg para a combinacio de benzoatos,

sorbatos e p-hidroxibenzoatos (PHB), do qual 300 mg/kg, no maximo, dizem respeito ao PHB.

Dada a relutancia dos consumidores quanto ao consumo de alimentos com
aditivos e o aparecimento de novos agentes patogénicos, ou de estirpes resistentes,

nos alimentos tornou necessario o desenvolvimento de métodos inovadores como, por
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exemplo, a incorporagdo de conservantes nas chamadas embalagens ativas, para
garantir a estabilidade e seguranca do produto durante o seu prazo de validade sem

Ser necessario a sua incorporacao no produto [22-24].

1.3.1. Caracterizacdo do Acido Benzoico (E210)

O &cido benzoico foi, em 1908, o primeiro conservante a receber aprovagao por
parte da FDA para utilizacao na industria alimentar. Caracteristicas como o baixo custo
de producéo, facil incorporacao nos alimentos, baixa toxicidade e o facto de ser incolor
tornaram este composto hum dos conservantes mais utilizados em todo o mundo.
Igualmente, os seus respetivos sais de soédio, potassio e calcio, designados por
benzoatos sdo, também, usados com frequéncia nos alimentos [25].

Este conservante demonstrou ter propriedades antibacterianas (bacteriostatico e
bactericida) e antifingicas (fungistatico e fungicida) sendo capaz de inibir o
crescimento de bactérias, fungos e leveduras, a valores baixos de pH o que torna
adequada a sua utilizacdo e dos seus sais, em alimentos acidos (pH<4,5) como sumos
de fruta, refrigerantes, molhos, pickles, cremes de pastelaria, conservas, azeitonas
[23,25-29]. Alternativamente, o &cido benzoico € usado como intermediario na sintese
de fenol e de e-caprolactama, e como conservante na industria farmacéutica (ex:
produtos dermatol6gicos) e na cosmética [26].

Na Tabela 2, encontram-se descritas algumas das principais propriedades fisico-

guimicas do acido benzoico e do benzoato de sddio.

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas do acido benzoico e benzoato de sddio [26,28].

Propriedade Acido Benzoico Benzoato de Sodio

0 O

|
Estrutura Quimica P OH /J\O‘Na'
|
=

Numero CAS 65-85-0 532-32-1
Férmula Molecular Ce¢HsCO,H CgHsCOsNa
Peso Molecular (g/mol) 122,13 144,11
Massa volumica
(g/cms, a 24°C) 1,311 1,497-1,527
pK, (a 25°C) 4,19 -
Descricao Pgr?srg Ti%%e P6 branco e cristalino
Solubilidade
(H,0, a 20°C) 29¢g/L 550-630 g/L
Odor Inodoro Inodoro

11
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Existem diversos mecanismos para a sintese do acido benzoico embora,
industrialmente este seja sintetizado através da oxidacdo em fase liquida do tolueno
[26].

Na natureza, o acido benzoico ocorre ndo s6 em varias plantas como um
metabolito mas, também em varios frutos como mirtilos, uvas, morangos, tomates,
macéds, em algumas especiarias como a canela e o cravinho, no mel, em algumas
espécies de cogumelos e chas [25,26]. Verificou-se ainda a sua ocorréncia em alguns
produtos derivados do leite como subproduto da degradacdo microbiana do acido
hiparico ou da fenilalanina presente nestes produtos ou por oxidacdo do benzaldeido,
durante a etapa de fermentacédo (Figura 3) [25]. A concentracdo desta substancia nos

lacticinios ndo excede os 40 mg/kg de produto [26].

a) O O O
OH
@ANW -~ ©)J\S-COA‘—> ©)LOH
H O
Acido Hipurico Benzoil-CoA Acido Benzéico
s 0 o) o) o
WOH — ©/\)LOH—— ONJ\OH—— — ©)LOH
NH,
Fenilalanina Acido Hidrocinamico Acido Cinamico Acido Benzéico
c)
O O
H Oz
(microbiana e/ou quimica) = OH
Benzaldeido Acido Benzéico

Figura 3 — Biossintese de &acido benzoico pelas bactérias lacticas em produtos fermentados
derivados do leite [30].

Em conjunto com o acido benzoico, também os benzoatos foram aprovados pela
FDA e EFSA como sendo seguros para utilizacdo nos alimentos, no entanto, devido a
maior solubilidade do benzoato de sédio em agua (aproximadamente 200x mais
soltvel que o acido) este é preferencialmente usado como conservante [26]. Embora a
forma néo dissociada do acido benzoico seja um agente antimicrobiano mais eficiente,
o sal de sodio é mais eficaz para uma gama de pH de 2,5 a 4 sendo, portanto, a forma
mais adequada de ser utilizada como conservante [23]. Adicionalmente, alguns
estudos demonstraram que a combinacdo deste conservante e de acido ascérbico
(vitamina C), ambos presentes em sumos e refrigerantes, pode levar a formacdo de

benzeno, uma substancia cancerigena [25,29,31].
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Por vezes, é utilizada uma combinacdo do benzoato de sédio com outros
conservantes, por exemplo, o sorbato de potassio (sal do acido so6rbico), dioxido de
enxofre, parabenos (p-hidroxibenzoatos), diéxido de carbono, devido aos efeitos
sinergéticos que sao criados o que possibilita um maior espetro de agdo ou uma maior
atividade antimicrobiana [25].

Do ponto de vista toxicolégico, foram feitos inimeros estudos em diversas
classes de animais (ratos, gatos, coelhos, cdes) e em humanos onde foi constatada a
baixa toxicidade quer do acido benzoico quer do benzoato de sodio [25,26]. Verificou-
se que apds a ingestdo oral, este conservante € rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal, onde é ativado e, € posteriormente metabolizado no figado, por
conjugacédo a glicina, levando a formacédo de acido hipudrico, o qual é rapidamente
excretado através da urina (Figura 4). Esta via é responsavel por remover entre 66 a
95% do acido benzoico ingerido, evitando a sua bioacumulagdo no organismo [25].
Ainda assim, sabe-se que estas substancias podem causar reacbes de pseudo-

alergias (ndo imunoldgicas) em pacientes mais sensiveis [26].

0
Q)L OH | ATP + HS-CoA

S-CoA ; AMP + PPi

Acido Benzéico Benzoil-CoA
@) O
Q)LS-COA N COOH NHCH,COOH
+ HS-CoA
Benzoil-CoA Glicina Acido Hipurico

Figura 4 — Metabolismo do acido benzoico nos mamiferos [32].

Deste modo, o JEFCA definiu uma DDA de 0 a 5 mg/kg de peso corporal/dia

para o acido benzoico e benzoatos [25,26,29,33].

1.3.2. Caracteriza¢do do Acido Sdrbico (E200)

O &cido sorbico foi isolado pela primeira vez, em 1859, do 6leo das bagas da
arvore Sorbus aucuparia (também conhecida por Mountain ash tree) pelo quimico
alemdo A. W. von Hoffmann, embora, as suas propriedades antimicrobianas s
tenham sido descobertas na década de 1930 por E. Miller e C. M. Gooding [23,34].
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Atualmente, o acido sorbico e os sorbatos, em especial o sorbato de potassio,
sao bastante usados como agentes antimicéticos (ou fungicidas), inclusive para fungos
produtores de micotoxinas [23] e, nas carnes, como inibidor da bactéria Clostridium
botulinum responsavel pela doenc¢a do botulismo, atuando como substituto dos nitritos
dos quais podem resultar, substancias cancerigenas [34].

Ao longo dos anos foram desenvolvidas varias reacdes de sintese do acido
sorbico, no entanto, estes processos apresentavam alguns inconvenientes como a
formacao de produtos secundarios instaveis ou a existéncia de baixos rendimentos.

Atualmente, este conservante é produzido industrialmente, através de uma
reacao de polimerizacéo entre cetenos e crotonaldeido (ou 2-butenal), da qual resulta
um poliéster do acido 3-hidroxi-4-hexendico que é posteriormente clivado com acido

cloridrico, tal como se pode observar na Figura 5.

CHO ; H,Cc=C=0 > i »

l £ HCI - - CO.H
()

Figura 5 — Sintese industrial de &cido sérbico a partir da reacdo de polimerizag@o de cetenos com

crotonaldeido [35].

Na tabela seguinte, encontram-se descritas algumas das principais propriedades

fisico-quimicas do acido sorbico e do sorbato de potéassio.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas do acido sérbico e sorbato de potéassio [35].

Propriedade Acido Sérbico Sorbato de Potéassio
Estrutura Quimica HC W\”/OH /\/\i
o) N oK'
Numero CAS 22500-92-1 24634-61-5
Férmula Molecular CsH,COzH CsH,COsK
Peso Molecular (g/mol) 112,13 150,22

Massa volUimica

(g/em®, a 20°C) 1,204 1,36
pKa (a 25°C) 4,76 B,
Aparéncia P6 branco e cristalino  P6 branco e cristalino
Solubilidade
(H,0, a 20°C) 1,6 g/L 1400 g/L
Odor Inodoro Inodoro
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Comparativamente ao acido benzoico, também, a forma nao dissociada do acido
sérbico é responsavel pela atividade antimicrobiana sendo, esta mais preponderante
para bolores e leveduras e mais seletiva para bactérias e, para uma maior gama de pH
(pH<6,5). No entanto, sob determinadas condi¢cdes tais como o tipo e a estirpe de
microrganismo, as propriedades do substrato (i.e., o alimento), o pH, a atividade da
agua a,, a temperatura de armazenamento, a atividade do conservante pode variar.
Observou-se alguns casos de resisténcia de leveduras como a Candida spp. e a
Saccharomyces spp. a acdo do acido sorbico e até a sua metabolizacao [34].

Atualmente, existem no mercado substancias derivadas do &acido soérbico,
alternativas aos sorbatos, que demonstram maior acdo antimicética como, por
exemplo, a sorbamida que mostrou ser 1000x mais eficiente que o acido que lhe deu
origem, ou que sdo ativos para uma maior gama de pH como se verifica no acido
sorbohidroxamico (acido 2,4-hexadienohidroxamico) capaz de inibir o crescimento de
bolores para valores de pH entre 3,6 e 9,2 [34].

Em termos toxicoldgicos, o acido sérbico surge como um dos conservantes que
menos efeitos indesejaveis causa ao consumidor [23]. Varios estudos realizados para
avaliar a toxicidade desta substancia demonstraram que este acido gordo insaturado é
metabolizado através do ciclo da B-oxidacdo dos acidos gordos, de forma semelhante
ao que se verifica para os acidos gordos de origem natural. Assim, a baixa toxicidade
observada deve-se a degradacdo do conservante através de vias metabdlicas naturais
do nosso organismo [36,37].

Adicionalmente, alguns estudos reportaram a ocorréncia de interacfes entre o
acido sorbico e outros aditivos como, por exemplo, 0s nitritos presentes em carnes
fumadas podem dar origem a substéncias mutagénicas, ou a ocorréncia de reacfes de
acastanhamento por um mecanismo nao enzimatico resultante da interacdo do
conservante com compostos aminados, como a lisina e o glutamato [34].

Tal como se verificou para o acido benzoico foi, também, observado para o acido
sérbico algumas reacdes pseudo-alérgicas nomeadamente, irritacdo cutanea em
individuos com elevada sensibilidade [37].

Caracteristicas do acido sérbico e dos sorbatos tais como, a menor toxicidade e
um menor efeito nas propriedades organoléticas dos alimentos, face ao acido
benzoico e benzoatos, tornou possivel a sua aplicagdo em praticamente quase todo o
tipo de alimentos tais como, refrigerantes e sumos de fruta [38-40], emulsbes
(margarina, maionese), produtos de panificacdo, compotas, vinho, entre outros e, nos

produtos cosméticos e farmacéuticos [34].
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Deste modo, a maior seguranca deste agente antimicrobiano permitiu o
estabelecimento de uma DDA, fixada pelo JEFCA, de 0 a 25 mg/kg de peso
corporal/dia [40].

1.3.3. Principais aplicacdes

Tal como foi referido no subcapitulo anterior, a atividade antimicrobiana do acido

soOrbico contra bolores e leveduras e a menor toxicidade face ao acido benzoico,
tornou- o um dos conservantes mais usados em todo o mundo.
Consoante o tipo de alimento, o processo de adicdo do conservante varia, podendo
ser adicionado diretamente ao produto, pulverizado sobre a forma de um spray contra
a superficie do alimento, imergindo o produto numa solucao do agente antimicrobiano
ou, incorporando o aditivo na embalagem de armazenamento do alimento [23,34].

A conservacdo do queijo € uma das principais aplicacbes do acido sorbico.
Neste caso, o conservante é frequentemente pulverizado contra a superficie do queijo
onde o bolor se desenvolve. Contudo, 0o processo de adicdo do conservante pode
mudar, dependendo do tipo de queijo em questéo [34].

Produtos como frutos secos e preparados de fruta com elevado teor em acucar
(ex: marmeladas) podem conter pequenas quantidades de acido sorbico uma vez que
se desenvolvem efeitos sinergéticos em ambientes de humidade reduzida e com
grandes concentracdes de acglcar [34].

No caso dos sumos de fruta, os sorbatos sdo bastante usados por ndo alterarem
as propriedades organoléticas, sendo adicionados numa etapa de pré-tratamento, em
conjunto com diéxido de enxofre e, posterior pasteurizagdo, com o objetivo de inibir a
degradacao quimica, enzimatica ou microbioldgica. O sorbato de sédio tem aplicacdo
no campo dos vinhos para prevenir posteriores processos de fermentacgéo [23,34].

Uma outra aplicagdo do acido sorbico € em produtos de panificacao
apresentando vantagens em relacdo ao acido propionico, pela sua acdao a valores

superiores de pH e capacidade em inibir a producéo de aflatoxinas em bolores [34].

1.3.4. Mecanismos de agéao

Existem diversos fatores que influenciam a eficiéncia destes acidos organicos
enquanto agentes antimicrobianos. Grande parte dos estudos realizados concluiram

gue a atividade destes conservantes depende fortemente do pH [23].
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Os mecanismos de acdo dos acidos soérbico e benzoico na inibicdo do
crescimento de microrganismos tém sido extensivamente estudados, embora néo
sejam totalmente conhecidos.

De uma maneira geral, os acidos fracos como é o caso do acido sérbico e do
acido benzoico, quando em solugéo, existem sob a forma de um equilibrio dependente
do pH. Estes conservantes, tal como foi dito anteriormente, possuem maior atividade
para baixos valores de pH, onde é favorecida a forma neutra. Neste estado, a
molécula é capaz de atravessar a membrana plasmatica, permeavel, e, entrar na
célula microbiana [23].

Uma vez no citoplasma (Figura 6), o equilibrio é deslocado devido ao maior pH
do ambiente intracelular resultando na dissociagdo da molécula em ides carregados
negativamente (RCOQY) e positivamente (H"), aos quais a membrana plasmatica é
impermeavel [16]. A acumulacdo de protdes no interior da célula vai resultar na
ativacdo de mecanismos de homeostase, naturais aos microrganismos, para manter o
pH a valores préximos da neutralidade. A expulsdo dos protdes para o exterior, ocorre
por mecanismos que utilizam ATP (adenosina trifosfato) dai que um fluxo continuo de
catides proveniente da utilizagdo de elevadas concentracbes do conservante vai

resultar na deplecdo de energia pela célula [16,23,41].

RCOO

HCOO

»COONa

Figura 6 — Representacdo esquemética do modo de acdo dos conservantes A4cidos soérbico
(RCOOH) e benzoico (CsHsCOOH) e respetivos sais [41].

Adicionalmente, um estudo realizado por Sheu & Freese (1972) mostrou que a
estrutura destes acidos pode provocar alteragbes estruturais na membrana celular que
interfferem com a regeneracdo de ATP na célula ou até na captacdo de metabolitos

para o seu interior [23].
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Salmond et al., 1984, estudou o efeito dos conservantes no mecanismo de
homeostase do pH na Escherichia coli. Os autores propuseram que o grau de inibicdo
através do acido benzoico depende especificamente da concentragdo do &cido na
forma ndo-dissociada, através na inativacdo de vias metabdlicas, em vez de
acidificacdo do citoplasma causada pela dissociacdo do acido. No entanto, segundo
estes autores, destes dois processos resulta um efeito sinergético [42].

Outros estudos realizados com benzoatos e sorbatos mostraram a capacidade
destes conservantes em inibirem alguns sistemas enzimaticos relacionados com
algumas das principais vias metabdlicas das bactérias homeadamente, o ciclo do
acido citrico, a fosforilagcdo oxidativa (necessaria para a producao de ATP), o
metabolismo do acido acético e, no caso dos fungos, verificou-se a inibicdo da
producéo de aflatoxinas [23].

Foram, ainda, propostos outros mecanismos de inibicAo do crescimento
microbiano por sorbatos que passam por altera¢ces na morfologia e funcionalidade da

membrana plasmatica [34].

1.3.5. Métodos para a determinacdo de conservantes

Ja foi anteriormente referido (ver subcapitulos 1.3.1 e 1.3.2) que o acido sérbico
e 0 acido benzoico ndo apresentam toxicidade para os humanos, no entanto, a
ingestao frequente de doses superiores a DDA definida pelo JEFCA pode resultar em
algumas reacdes adversas para o0 organismo humano.

Deste modo, é muito importante o desenvolvimento de métodos analiticos para
garantir a seguranca dos consumidores uma vez que sO assim € possivel monitorizar
os niveis dos conservantes nos alimentos, avaliar o cumprimento dos teores maximos
impostos pela legislacdo e comprovar a auséncia destes aditivos em determinados
tipos de alimentos [17,18,31,43].

O processo de desenvolvimento de um novo método analitico esta condicionado
por varios fatores, nomeadamente, o equipamento disponivel no laboratério, a
complexidade da matriz e a gama de aplicabilidade do método, isto &, se se pretende
um método capaz de quantificar um ou mais tipos de aditivos em simultaneo, uma vez
gue a um género alimenticio podem estar associados varias classes de aditivos e, se
este método sera utilizado para atividades de I&D ou em analises de rotina em
laboratério [3].

Na literatura é possivel encontrar inUmeras referéncias sobre o desenvolvimento

de métodos para determinacao e quantificacdo de conservantes em diferentes tipos de
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matrizes alimentares, de entre os quais se destacam os métodos de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A utilizacdo de outro tipo de métodos pode resultar em procedimentos
complexos, com necessidade de utilizar extensas etapas de extracdo do analito e
envolvendo um grande consumo de reagentes, por vezes, prejudiciais para a saldde do
operador.

Os métodos envolvendo o uso de HPLC sédo altamente especificos e robustos,
permitindo a detecdo de multiplos analitos, por vezes em baixas concentracdes e, para
a andlise de conservantes, ndo requerem um complexo tratamento da amostra [44].
Contudo, nos métodos que envolvem a tecnologia de HPLC encontram-se variacdes
ao nivel do pré-tratamento das amostras, como por exemplo através do acoplamento a
etapas de microextracdo em fase solida [43], extracdo em fase solida dispersiva [18] e,
ao nivel dos detetores onde se observou a detecdo dos aditivos com recurso a
absor¢céo na gama do ultravioleta [17,18,31,37,39,40,43-55], e espetrometria de massa
[56-58].

Na UE, a norma oficial EN 12856 publicada pelo Comité Europeu de
Normalizacdo, em 1998, descreve a analise de alguns edulcorantes e conservantes
em diversas matrizes alimentares através de um método de HPLC com detegao por
UV, e que nao envolve um complexo pré-tratamento da amostra [59].

Em alternativa aos métodos por HPLC, tém sido desenvolvidos métodos
baseados em outras técnicas analiticas como a cromatografia gasosa [60-62],
eletroforese capilar [63-69], cromatografia eletrocinética micelar capilar [70],
imunoensaio por fluorescéncia polarizada (FPIA) [71] e também por analise de injecao
em fluxo (Flow Injection Analysis - FIA) [72] e espetrofotometria [27].

Embora os diversos métodos descritos na literatura se apresentem como alternativas
viaveis, os métodos baseados em HPLC continuam a ser a opcdo de escolha de

muitos laboratdrios devido as vantagens, anteriormente descritas.

1.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

1.4.1. Fundamentos e principios

O termo cromatografia surgiu no inicio do século XX, através do trabalho do
boténico russo Mikhail Tswett que desenvolveu uma coluna de cromatografia classica
e demonstrou a sua capacidade para separar os pigmentos de diferentes extratos de

plantas. Tswett observou a separacdo dos pigmentos através da formacéo de bandas
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coloridas na coluna, razdo pela qual resolveu denominar esta técnica por
cromatografia, juncdo das palavras gregas chroma (cor) e graphein (escrita) [73].

Foi nos anos 60, gracas aos trabalhos desenvolvidos por dois grupos de estudo,
um nos Estados Unidos sob a lideranca de Csaba Horvath e outro na Europa pelas
maos de Josef Huber, que surgiram os primeiros equipamentos de HPLC [73-75].

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) representa o culminar da
modernizacdo da Cromatografia Liquida (LC) sendo, atualmente, uma das técnicas de
separacao mais utilizadas em quimica analitica [76], devido a caracteristicas como a
sua sensibilidade, automacdo, a sua precisdo em analises quantitativas, e
aplicabilidade a uma enorme variedade de amostras mais ou menos complexas
(biomoléculas, antibidticos, pesticidas, organometalicos, e substancias inorganicas) e
importantes para a indUstria e para diversas areas cientificas [77] composto por um
sistema de distribuicdo da fase movel (reservatério dos reagentes e sistema de
bombagem), um injetor que pode ser automatico ou nédo, a coluna onde se da a
separacao dos analitos e que pode ser de aco ou plastico, um detetor e um sistema de
aquisicdo e tratamento de dados. Por vezes, encontram-se equipamentos de HPLC
contendo um forno para poder controlar a temperatura da coluna [73]. Adicionalmente,
os sistemas mais recentes de HPLC contém também um sistema de desgaseificacéo
para remover gases dissolvidos nos solventes e que podem afetar o desempenho do
detetor [77].

Reservatorio de Sistema de aquisigao e
fase movel Fomo da coluna tratamento de dados

“ Coluna de HPLC
" ] i

3_J| I —

Injetor
Automatico

Detetor

Bomba

- -
1

Residuos

Figura 7 - Esquema representativo de um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Resolugéo
(HPLC) [78].

O sistema de bombagem de um aparelho de HPLC deve ser capaz de bombear
a fase movel com um caudal especifico e a pressbes elevadas de forma a poder
atravessar a coluna. Deste sistema, também fazem parte dispositivos que permitem
controlar o fluxo e programar a propor¢cdo de cada um dos solventes usados na fase

movel, no caso de uma eluicdo em gradiente [76,77].
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Atualmente, a maioria dos injetores sdo automaticos, capazes de transferir a
amostra para a fase movel em condi¢bes de reprodutibilidade, e podem ainda possuir
um sistema de controlo de temperatura para, por exemplo, possibilitar a ocorréncia de
reacbes de derivatizacdo apds a injecdo [77]. A amostra, dissolvida na fase movel,
segue para a coluna cromatografica, onde os varios analitos de interesse séo
separados com base em mecanismos de interacdo com a fase mével e com a fase
estacionaria. Hoje em dia existe uma enorme variedade de enchimentos para a coluna
de HPLC e a sua escolha vai determinar o sucesso do método analitico em termos de
eficiéncia e seletividade na separacao das espécies de interesse. A necessidade de
um forno para controlar a temperatura da coluna surge da influéncia que este
parametro exerce sobre o fator de retencéo (k) e a seletividade do método [76].

Os analitos consoante a afinidade para com a fase estacionaria vao sendo
eluidos da coluna e passam por um detetor, que emite um sinal (ex: absorvancia do
analito) para um software de computador, este processa o sinal e gera um grafico de
unidades de absorvancia em funcdo do tempo de retencdo, designado por
cromatograma. A identificacdo dos analitos é feita com base nos tempos de retencéo
e, através da area dos respetivos picos é possivel quantifica-los.

A separacdo dos varios analitos pode ocorrer de diferentes formas sendo a
cromatografia por particdo a mais utilizada. Este modo de separacédo pressupde a
partilha dos analitos pela fase mével e estacionaria com base na sua polaridade [77-
79].

Deste modo, consoante a polaridade das fases movel e estacionaria é possivel
distinguir dois tipos de cromatografia por particdo: cromatografia em fase normal (NP-
HPLC) e cromatografia em fase reversa (RP-HPLC). A primeira consiste na utilizacdo
de uma fase estacionaria com elevada polaridade (ex: trietilenoglicol ou agua) e um
solvente ndo polar (ex: hexano) como fase moével resultando que os analitos de menor
polaridade séo os primeiros a serem eluidos [76,77].

Na separacdo por HPLC em fase reversa a fase estacionaria possui um carater
nao polar (ex: cadeia de hidrocarbonetos ligada a um suporte) e uma fase mével polar
(ex: acetonitrilo, metanol ou agua) [77]. A fase estacionaria, geralmente, consiste num
suporte a base de silica quimicamente modificada para promover a ligacao de cadeias
de hidrocarbonetos (ex: C8 e C18), hidrofébicas, resultando num enchimento
altamente estavel e insolivel na fase movel [77-80].

Estima-se que 80 a 90% dos métodos de separacéo por HPLC utilizam colunas
de fase reversa. A ampla gama de compostos que podem ser separados por esta

técnica, acoplado aos diferentes mecanismos de interacao (hidrofilicas, hidrofébicas) e
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ao crescente numero de fases estacionarias disponiveis e com propriedades bastantes

distintas, tém contribuido para a popularidade deste método [81-83].
1.4.2. Validagdo de um método analitico de HPLC

E de extrema importancia que uma organizacéo, seja ela farmacéutica, alimentar
ou uma agéncia reguladora, garanta a qualidade dos seus ensaios analiticos, de modo
a poder tomar as decisdes mais acertadas evitando possiveis prejuizos [84]. Além
disso, um método experimental de ensaio € um processo que envolve manipulacdes
suscetiveis de acumularem erros pelo que pode levar a uma alteracao significativa do
valor do resultado final [85]. Assim, a validacdo de um método analitico surge como
um aspeto crucial da garantia da qualidade analitica, através da qual se pretende
uniformizar os critérios utilizados para demonstrar a fiabilidade do método, nas
condicdes em que é praticado, garantindo a obtencéo de resultados com a qualidade
exigida e de modo a que, em qualquer futuro ensaio de analise de rotina, se obtenha
resultados muito préximos ao verdadeiro valor do teor do analito presente na amostra
[3,85,86].

A validacdo de um método é um processo continuo que envolve o planeamento
e aplicacdo do método e, caso se verifiquem alteragdes num método ja implementado
no laboratério é necessario proceder a sua revalidagéo [3,84]. Os ensaios de validacao
devem ser executados por pessoal competente e realizados em equipamentos e
instrumentos dentro das especificacdes, e adequadamente calibrados [88].

Com o objetivo de validar um método de HPLC para a analise e quantificacao de
conservantes alimentares em géneros alimenticios avaliaram-se 0s seguintes
parametros: a especificidade/seletividade, gama de aplicacao/trabalho e linearidade da
curva de calibracédo, sensibilidade, os limiares analiticos (limite de detecao e limite de
guantificacdo), a precisao (repetibilidade e precisao intermédia), exatidao, robustez e a

incerteza dos resultados [85,88,89].

a) Seletividade e especificidade

A seletividade e a especificidade séo dois termos que envolvem o mesmo evento
no método analitico, a dete¢éo do analito, e por isso, passiveis de serem confundidos
[89].

A seletividade surge como a capacidade de um método distinguir e quantificar
um ou mais analitos numa matriz complexa sem interferéncia dos restantes compostos

(impurezas, produtos de degradacado, ou substancias com propriedades idénticas as
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do analito). Por sua vez, a especificidade de um método resume-se na capacidade de
discriminar o (s) analito (s) relativamente a outras substancias, ou seja, a resposta
medida provém unicamente do composto de interesse [3,85]. Como a maioria dos
métodos cromatograficos produz respostas para mais do que um composto de
interesse, a IUPAC sugere que se evite o termo especificidade [84].

A seletividade do método analitico pode ser avaliada de varias formas,
nomeadamente, pela comparacdo de uma matriz contendo o analito em questdo com
uma matriz isenta [88], ou no caso de se pretender validar um método de HPLC,
avalia-se a resolucéo dos picos do cromatograma, a eficiéncia de separacao e o fator

de assimetria [89].

b) Gama de aplicacdo/trabalho

Para qualquer método analitico, existe uma gama de concentragdes no qual o
analito pode ser determinado com preciséo, exatidao e linearidade, definida com gama
de trabalho ou aplicagcdo, onde o limite inferior corresponde ao limite de
guantificacdo e o limite superior dependera do sistema de resposta de medicéao [87-
89].

Segundo a norma ISO 8466-1 — “Calibracéo e Avaliacdo de Métodos Analiticos e
Estimativa das Caracteristicas do Desempenho”, sdo recomendados dez padrbes
distribuidos equitativamente na gama de concentra¢des. Para métodos que envolvam
a realizacdo de uma curva de calibracdo, a avaliacdo da melhor gama de aplicacéo é
efetuada através do teste de homogeneidade das variancias ao primeiro (S?,) e Gltimo
padrdo (S%,) da curva de calibracdo, segundo as Equacdes 1.1 e 1.2 de forma a

observar possiveis diferencas significativas nos limites da gama de trabalho.

10

Z(yi,j - Vi )2
sr=22 (1.1)
n -1

Com,

(VP e — 1.2)
Sendo: i — nimero do padréo; j — nimero de repeticdes efetuadas para cada padréo; v,

— valor do sinal no padréo i; Y, - média dos valores de y;; ni— ndmero de réplicas.

Para averiguar as possiveis diferencas entre as variancias, é efetuado o célculo do

valor teste PG, através das Equacdes 1.3 e 1.4.
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2

PG =S—1§ , quandoS/ >S; (1.3)

1

2

PG =§—; , quandoS;} >S2 (1.4)

10
O resultado é entdo comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor/Fischer, para n-1 graus de liberdade:
¢ Se PG<F: diferencas de variancias nao sao significativas e a gama de trabalho
esta bem ajustada.
e Se PG>F: diferencas de variancias sao 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 [85].
c) Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito, dentro da gama de trabalho
definida [88]. Assim, existe a necessidade de conhecer a relagdo entre a resposta
medida e a concentracdo de analito, tratando-se muitas vezes de uma relacdo linear
direta. Tal é possivel com a constru¢cdo de uma curva de calibracdo que traduz esta
relacdo linear de acordo com a Equacgéo 1.5.

y=ax+bh (1.5)
Sendo: y - resposta medida (altura ou area do pico do cromatograma); X —
concentracdo do analito; b - declive da curva de calibracdo; a — a ordenada na origem.
Esta relacdo linear s6 é valida num intervalo especifico de concentracdes que se
designa por faixa linear dinamica [84].

O uso de curvas de calibracdo possibilita a avaliagédo da linearidade do método
de mudltiplas formas, nomeadamente, através do Teste de Mandel onde se calculam as
funcdes linear e polinomial bem como os respetivos desvios-padréo residuais (Syx e

S,2) [3,85]. A diferenca de variancias é entdo calculada pela Equacéo 1.6

DS?=(N-2)-SZ,, (N -3)-S, (1.6)

yIx
Sendo: N — o numero de padrdes de calibracéo; Sy — 0 desvio padréo residual da
funcéo linear; e Sy, — o desvio padréo da fungéo polinomial.

Posteriormente, calcula-se o valor teste, PG, através da Equacéao 1.7:

PG = (1.7)

2
Sv2

Este valor é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher:
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e Se PGs<F: a funcéo de calibracao € linear.
e Se PG>F: a funcao de calibragcéo é nao linear.
No caso de PG>F, deve-se avaliar a possibilidade de reduzir a gama de trabalho.
Alternativamente, poder-se-a realizar o teste ANOVA para analise da variancia
da regressao linear [87] ou analisar o coeficiente de correlacdo (r) que deve ser
superior a 0,995 [85].

d) Sensibilidade

A sensibilidade de um método analitico caracteriza-se pela capacidade do
equipamento ou método responder a pequenas variagdes na concentracdo do analito,
e traduz-se no quociente entre a variacdo do sinal medido Ay e a variacdo da

concentracdo de analito AC, como representado pela Equacgé&o 1.8:

_ Ay (1.8)
AC

Para curvas de calibracdo que seguem um modelo linear a sensibilidade admite um
valor constante igual ao declive (a) [85].

O estudo da sensibilidade torna-se importante quando se pretende averiguar a
evolucdo desta grandeza ao longo do tempo, para comparar a sensibilidade entre
varios métodos para o mesmo analito baseados em modelos lineares, ou quando se

compara a sensibilidade para varios analitos [85].

e) Limiares analiticos

Na presenca de amostras com baixos teores de analito ou na andlise de uma
propriedade (valores residuais) [87], é importante determinar qual o menor valor de
concentracdo de analito que pode ser detetado e quantificado pelo método a ser
validado. O célculo dos limites analiticos envolve a determinacdo dos limites de
deteccdo (LOD) e de quantificacédo (LOQ).

O limite de detecdo (LOD) corresponde ao teor minimo do analito que pode ser
detetado e distinguido do branco (amostra de igual matriz com auséncia do analito),
com uma certeza estatistica razoavel, mas ndo necessariamente quantificado como
valor exato. No entanto, uma leitura inferior ao LOD néo implica a auséncia do analito
[85].

Este parametro é expresso em unidades de concentracdo e, mediante a

utilizacdo de uma calibracéo linear é calculado pela Equacéo 1.9.
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LOD = w (1.9)
Sendo: Sy — o0 desvio padréo residual da curva de calibracgéo; e b — o declive da curva
de calibracéo.

O limite de quantificacdo (LOQ) representa a menor concentracdo do analito
que pode ser quantificada, com uma precisdo e exatiddo aceitaveis [85]. E um
parametro importante para ensaios quantitativos de compostos em baixas
concentracdes na matriz, e é particularmente usado na determinacdo de impurezas
e/ou produtos de degradacéo [89].

Tal como o limite de detecgéo, o LOQ é expresso em unidades de concentracdo
e é calculado através da equacdo Equacéao 1.10.

10 x SV
LOQ = TX (2.10)
Sendo: Sy — o0 desvio padréo residual da curva de calibracgéo; e b — o declive da curva
de calibracéo.
Na pratica, o LOQ e o LOD correspondem, respetivamente, ao padrdo de menor

concentracdo e a 1/3 do limite de quantificagdo [85].
f) Repetibilidade do injetor

Um parametro a ser avaliado no processo de validacdo de métodos
cromatograficos é a repetibilidade do injetor. Este indica o desempenho do sistema de
HPLC no que diz respeito a bombas, coluna e condicbes de operagdo [90]. Séo
executadas mlltiplas injecdes dos pontos extremos da curva de calibragcdo. O

resultado é expresso em termos de coeficiente de variagao [3].

g) Precisédo

A precisdao de um método analitico representa o grau de dispersdo dos

resultados entre ensaios independentes repetidos em aliquotas da mesma amostra,
homogénea, sob condi¢des pré-estabelecidas [84,85,87,91]. Através dos estudos de
precisao, avaliam-se os possiveis erros sistematicos e aleatérios garantindo-se, assim,
a qualidade dos resultados [86].
A concordéancia dos resultados €, geralmente, avaliada em condi¢des de repetibilidade
e precisdo intermédia, e expressa em termos de desvio padrdo, se o numero de
medidas for superior a 20, coeficiente de variagdo ou através do intervalo de confianca
[84,85].
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E aconselhado durante o processo de avaliacdo deste parametro, a anélise de
cada tipo de matriz de amostra, em separado, de modo a abranger por completo o
intervalo de concentrag6es do analito em estudo, para poder concluir se o método é
preciso independentemente da concentragdo da amostra [3,85].

A repetibilidade é uma medida de expressdao da precisdo de medicbes
sucessivas sobre uma mesma amostra, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medicao, isto €, mesmo laboratdrio, analista, equipamento e tipo de reagentes, sendo
estas medicOes realizadas, de preferéncia, no mesmo dia.

Este parametro pode, assim, ser determinado através de ensaios efetuados no proprio
laboratdrio. Procede-se a uma série de medi¢des (n = 6) sobre uma mesma amostra,
em condi¢cBes de repetibilidade, que pode ser expressa em termos de desvio padrao

relativo (Equacao 1.11), para cada nivel de concentragfes [85].

RSD _Su,100 (1.11)
X

Sendo: RSD; — desvio padréo relativo de repetibilidade; S;; - desvio padréo absoluto de

repetibilidade; X - média dos valores considerados.

A precisdo intermédia tal como o parametro anterior diz respeito a precisdo de
medi¢cbes sucessivas sobre uma mesma amostra ou padréo, utilizando o mesmo
método, no mesmo laboratério ou em laboratérios diferentes, mas variando
propositadamente determinadas condicdes tais como: diferente analista ou
equipamento, em diferentes dias, ou sem calibracdo prévia do equipamento [85].

Das varias medidas de precisdao, a precisdo intermédia € o parametro mais
representativo da variabilidade dos resultados num laboratério e, por isso, a sua
avaliacado é bastante aconselhada. [84,85].

Este parametro é expresso através da estimativa do desvio padréo absoluto (Equacgéo
1.12) e pelo desvio padréo relativo (Equacgéo 1.13).

1 —\2
Sy = \/HZ(yk - Y) (1.12)

k=1

Sendo: n — nimero de amostras; y, — resultado individual obtido; y - media aritmética

dos resultados individuais obtidos.

RSD, _Su 4100 (1.13)
X

Sendo: RSDr — desvio padrdo relativo de precisao intermédia; S, - desvio padrdo

absoluto de precisdao intermédia; e X a média das concentracdes do numero de

ensaios realizados.

27



Capitulo 1 - Revisao Bibliografica

h) Exatiddo

A exatiddo de um procedimento analitico define-se como o grau de
concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceite como
verdadeiro [84,85], funcionando como um indicador da utilidade e aplicabilidade do
método em amostras reais [3].

Existem varias formas de avaliar a exatiddo do método. Na validacdo de um
método analitico deve ser feita a analise de Materiais de Referéncia Certificados
(MRC), fornecidos por organismos reconhecidos e crediveis, como por exemplo o
IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements) ou o NIST (National
Institute of Standards and Technology), e que funcionam como um indicador externo
de qualidade de uma analise quimica [84,85]. Em alternativa pode recorrer-se a
Ensaios Interlaboratoriais (El) regulados por Organismos como o FAPAS (Food
Analysis Performance Assessment Scheme) e que estdo também associados a MRC.
Analisa-se 0 MRC e compara-se o resultado obtido com o respetivo valor certificado
seguindo-se a determinagéo do erro e a exatiddo da analise [85].

Os resultados obtidos sdo comparados com os valores certificados e é
determinado o fator z-score (Equacéo 1.14), para avaliar o desempenho do laboratério

na analise [85].
7= %v (1.14)

Sendo X, — 0 valor obtido pelo laboratério; X, — valor certificado do MRC; e S —
unidade de desvio, que pode ser o valor da incerteza ou do desvio padrdo do MRC.
O valor de z é depois avaliado numa escala que permite tirar conclusdes acerca da
exatiddo do valor e, consequentemente, do método:

|z| < 2, Satisfatério;

2 <|z| <3, Questionavel;

|z| >3, Incorreto.

Na auséncia de um MRC ou de ensaios interlaboratoriais para estimar a exatidao
do método de ensaio, podem ser usados os resultados obtidos nos ensaios de
recuperacao [92] ou através da comparagdo dos resultados obtidos pelo método a

validar com os resultados conseguidos por um método tomado como referéncia [85].
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i) Incerteza

O Guia ISO/IEC 99:2007 relativo ao Vocabulario Internacional de Metrologia
define a incerteza de uma medi¢do como um “parametro ndo-negativo que caracteriza
a dispersdo dos valores de uma grandeza que sdo atribuidos a mensuranda
(concentracdo do analito) a partir das informacgdes usadas” [93].

O Instituto Portugués da Acreditacdo desenvolveu um guia para o célculo das
incertezas onde descreve as varias abordagens envolvidas na determinacdo deste
parametro, de entre as quais se destaca a abordagem baseada nos dados de
validacdo. Esta abordagem envolve a utilizacdo de parametros como a precisao e
exatiddo do método, para quantificar grande parte da incerteza associada ao ensaio
quimico [94].

A incerteza associada a precisao deve ser avaliada em condi¢des de preciséo
intermédia de forma a refletir eventuais variacdes do método, através da alteragéo de
alguns parametros que, em condi¢des de repetibilidade se mantém constantes. Assim,
a incerteza relativa associada a precisdo (U'pecisao), € Obtida através da Equacgéo 1.15.

u' _ Soraiso (1.15)

precisdo
y

Na qual Sprecisao representa o desvio padréo relativo da preciséo intermedia e y- a

média aritmética dos resultados individuais [94,95].
Por sua vez, a incerteza associada a exatiddao do método esta relacionado
com o erro sistematico, que ocorre em todas as medi¢fes, e com o erro aleatério.

Este tipo de incertezas pode ser quantificada a partir dos resultados de uma analise de

um MRC. E estimada a recuperacdo média do método (Rm) (Equacao 1.16) e depois é

calculada a incerteza padréo associada a exatidéo u (Rm) através da Equacao 1.17.

- Cobs

Rm == (1.16)
CMRC
— — s} U(Cyee )’
u(Rm)z Ry, X L || S (1.17)
N X Cobs Cyvire

Sendo Cobs - a concentragdo média de uma série de analises do MRC, Cwmrc- o valor

certificado do MRC, S, - o desvio padré@o da série de andlises do MRC, n —o niumero

de analises do MRC e U(CMRC) - a incerteza padrdo associada ao teor certificado do

MRC [94,95].
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Determinadas as incertezas associadas a precisdo e exatiddo do método é possivel

calcular a incerteza combinada expandida através da Equacao 1.18.

u(y)= y><\/(u‘,)redssm)z +(u(R,f) (L18)

Onde y é o fator de expansao, que pode tomar valor igual a 1 (para n ensaios < 6) ou

2 (para n ensaios =6).

Sempre que se realizem um namero elevado de ensaios experimentais, a incerteza
combinada expandida pode ser estimada, para um nivel de confianca igual a 95%
[94,95].

J) Taxa de Recuperagdo

No caso de amostras de matriz complexa, as etapas de extracdo a serem
executadas podem levar a perdas do analito. Assim, o resultado final da analise
podera ser inferior a concentracdo real do analito na amostra. Desta forma, a
guantificacdo do analito pode ser estimada através da analise de amostras fortificadas
com quantidades conhecidas do mesmo [87]. A cada amostra devem ser adicionadas
diferentes concentragfes de analito, de acordo com a sua concentracédo esperada, por
exemplo, proxima da concentracdo maxima de utilizacdo, préxima do LOD e uma
concentracao proxima da gama de aplicacdo do método [3,96].

Os valores de taxa de recuperacdo devem estar compreendidos entre 80 e 120%

e obtém-se através da Equacédo 1.19.

Ciitags —Crois
fortificada matriz
x100

Taxa de Recuperagio(%)= -

(1.19)

adicionada
Sendo: Croniicada — CONcCentracdo da amostra fortificada; Cmariz — concentracdo da

amostra néo fortificada; e Cadicionada — CONCeNtracédo adicionada de analito.

30



Capitulo 2

Materiais e Métodos




Capitulo 2 — Materiais e métodos



Capitulo 2 — Materiais e métodos

A metodologia, que foi seguida, teve como base a Norma Europeia (EN) 12856
referente a determinacdo de acessulfame-K, aspartame e sacarina por cromatografia
liquida de alta resolucédo em fase reversa (RP-HPLC) em varios géneros alimenticios.
Este procedimento permite também a determinacao dos conservantes acido benzoico
e acido sorbico e, dos alcaloides, cafeina e teobromina [59].

No documento normativo estdo descritas diferentes composi¢cbes para a fase
movel. No entanto, estudos realizados previamente, no INSA, demonstraram que uma
fase movel constituida por tampéo fosfato 0,0125M pH 3,5 + acetonitrilo (95:5 v/v) com
um gradiente, proporcionou a melhor separacdo dos varios aditivos, pelo que se
utilizou esta composic&o no presente trabalho.

As amostras foram, na sua maioria, homogeneizadas, dissolvidas e diluidas em
agua. Quando necessario, a solucao resultante foi clarificada recorrendo ao uso de
solucBes de Carrez. O(s) analito(s) de interesse foram separados por HPLC em fase
reversa e detetados, na regido do UV, a 220 nm [59]. A quantificacdo dos aditivos
alimentares foi realizada pelo método do padrédo externo, com base no tracado de

curvas de calibracéo.

2.1. Reagentes

Os padrées de acido benzoico (C;HsO2) e acido sérbico (C¢HgO,) da Merck e
Sigma Aldrich, respectivamente, foram adquiridos com um grau de pureza =99,9%, o
acessulfame-K (C4H4KNO,4S) da Fluka, com um grau de pureza de 99%, o aspartame
(C14H1sN2Os), da Sigma Aldrich, com uma pureza superior a 98%, e os padrbes de
cafeina (CgH1oN4O,) e sacarina sodica (C;H4sNNaO3S), da Merck, com uma pureza de
99,9% e =99,0%, respetivamente.

As solugbes de Carrez usadas na preparacdo das amostras, foram preparadas
com hexacianoferrato (Il) de potassio tri-hidratado (K4Fe(CN)s) e sulfato de zinco
hepta-hidratado ([ZnS0O,4.7H,0]), ambos da Merck.

A fase moével foi constituida por acetonitrilo (CH3;CN) para HPLC, da Merck, e
tampao fosfato preparado a partir de fosfato de potassio monobasico anidro (KH,PO,),
da Merck, com um grau de pureza =99,9%. Foi, ainda, utilizada uma solugéo de acido
fosfdrico a 5%, para acerto do pH do tampao fosfato, preparada a partir de acido orto-
fosférico a 85% (H3PO,) da Merck.

A agua utilizada na preparacdo das amostras, solu¢cdes-padréo, e tampéo para
fase moével apresentou pureza de grau | (resistividade 18,5 MQ cm, a 25 °C), tendo

sido obtida pelo sistema de purificacdo Mili-Q.
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2.2. Preparacéo de solucdes

Solucéo de acido fosférico a 5%: Pipetou-se 3 mL de &cido fosférico 85% para um

baldao volumétrico de 50 mL, que continha 40 mL de agua e completou-se o volume.

Solucéo de Carrez |: Pesou-se 15 g de hexacianoferrato (II) de potassio tri-hidratado

para um baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se com agua.

Solucéo de Carrez II: Pesou-se 30 g de sulfato de zinco hepta-hidratado para um
baldo volumétrico de 100 mL e completou-se com agua.
Ambas as solucbes de Carrez sao estaveis durante 6 meses e foram armazenadas no

frigorifico a 5+3°C.

Solucdo tampao fosfato 0,0125M: Pesou-se 3,40 g de fosfato de potassio
monobasico anidro para um copo de 2 L e dissolveu-se com agua. Acertou-se o pH
até 3,5 com uma solucédo de acido fosférico a 5 % e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 2 L. Por fim, completou-se o volume com &agua e procedeu-se a

filtracdo da solucdo com um filtro de membrana (0,45 pm de porosidade).

Acetonitrilo a 10% (Solucéo de lavagem da agulha): Numa proveta de 1 L colocaram-

se 100 mL de acetonitrilo para HPLC e completou-se o volume com agua.

A fase movel que foi utilizada era composta, no inicio do gradiente, por tampéao

fosfato e acetonitrilo numa proporcdo 95:5, respetivamente.

Todos os reagentes utilizados no sistema de HPLC, nomeadamente, o tamp&o fosfato,
acetonitrilo, acetonitrilo a 10 % e agua, foram previamente desgaseificados durante 20

minutos no desgaseificador.

2.2.1. Solucdes padrao stock e padréo de calibracao

As solucdes padrdo stock dos diversos aditivos foram preparadas com uma
concentracdo de 1mg/mL. Para o efeito, pesou-se 50,0 mg de cada um dos padrbes
dos aditivos (acido benzoico, acido sorbico, acessulfame-K, aspartame e cafeina), e
66,2 mg do padréo de sacarina sédica, para bal6es volumétricos de 50 mL e diluiu-se
com agua. No caso dos conservantes, como sdo acidos, foi necessario diluir

inicialmente com 5 mL de acetonitrilo e sé depois foi feita a diluicdo com agua.
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Para preparar as solucbes padrdo de calibragcdo foram realizadas diluicbes
(Tabela 4) em agua, a partir das solucdes padrao stock, para bal6es volumétricos de

50 mL de modo a corresponderem aos seis pontos da curva de calibracéo.

Tabela 4 - Volumes (mL) das varias solu¢6es padréo stock (1 mg/mL) a adicionar para preparar as

solucBes padréo de ensaio e respetiva concentragéo (ug/mL).

P1 P2 P3 P4 P5 P6

co r(‘ﬁglr‘ngrf‘)‘?ao 4 10 16 24 32 40
Acido Benzoico (mL) 0,2 0,5 0,8 1,2 1,6 2,0
Acido Sérbico (mL) 0,2 0,5 0,8 1,2 1,6 2,0
Acessulfame-K (mL) 0,2 0,5 0,8 1,2 1,6 2,0
Cafeina (mL) 0,2 0,5 0,8 1,2 1,6 2,0
Sacarina (mL) 0,2 0,5 0,8 1,2 1,6 2,0
Aspartame (mL) 0,2 0,5 0,8 1,2 1,6 2,0

No caso especifico do aspartame, as concentracdes das solu¢bes padrdao de
ensaio, presentes na Tabela 4 sado diferentes devido as caracteristicas higroscépicas
deste composto. Por isso, foi necessario determinar o teor de humidade do aspartame
usado na preparacao das solucdes.

Para se determinar a humidade pesou-se 0,2 g de aspartame para uma capsula de
niquel, previamente pesada, que esteve na estufa a 100 °C durante a noite. O padrao
de aspartame foi bem espalhado na superficie da capsula para facilitar uma secagem
homogénea e depois colocado na estufa durante trés horas. Apds este periodo,
seguiu-se um arrefecimento de 15 a 20 minutos no exsicador e procedeu-se a
pesagem. Em seguida, colocou-se novamente a capsula de niquel com o padrdo na
estufa por mais uma hora e repetiu-se o procedimento até obter peso constante. O
valor da massa obtida foi introduzido numa folha de céalculo validada (ANEXO 1) para
se obter o teor de humidade no padrdo bem como a concentracdo corrigida das

solucbes padréo de calibracéo (ver Tabela 27 — ANEXO ).

2.3. Materiais e equipamentos

A homogeneizacgéo das amostras foi realizada com o auxilio de dois moinhos de
faca GRINDOMIX GM 200 e GM 300 da Retsch.
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Todas as pesagens foram efetuadas numa balanca analitica Mettler Toledo
XP205. Na preparagdo das amostras, além do material corrente de laboratério, foram
utilizados filtros de seringa VWR International 25 mm, com membrana de
poliétersulfona de 0,45 um.

Na preparacdo da fase mdvel foi utilizado um potenciémetro Metrohm 780, um
sistema de desgasificacdo Branson 3510, da Bransonic, com controlo de tempo e
temperatura e filtros de membrana Pall 47mm, com membrana de polipropileno
hidrofilico de 0,45 pum.

Para a determinacdo dos aditivos alimentares foi utilizado um sistema
cromatografico de alta resolucdo da Waters, modelo A2695, equipado com uma
bomba quaternaria, coluna e respectivo forno, injetor automatico e detetor de arranjo
de diodos UV-Vis DAD também da Waters, modelo 2996. A separacao dos analitos foi
realizada numa coluna Grace C18 de fase reversa com 5 um de porosidade, 25 cm de
comprimento e 4,6 mm de diametro.

Toda a 4gua de grau | utilizada na preparacdo das amostras e da fase mdvel foi
purificada através de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q Element da Merck

Millipore.

2.4. Amostras

Para a validacdo do método analitico foram analisadas diversas matrizes
alimentares, tais como, refrigerantes, marmeladas, iogurtes, margarina, pdo e molhos
(ketchup e maionese), as quais se encontram referidas na Tabela 5. As amostras
foram adquiridas em supermercados e hipermercados na regido de Lisboa entre maio
e junho de 2014.
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Tabela 5 — Descricdo das matrizes analisadas e dos diferentes analitos em estudo mencionados no

rotulo.
Aditivos
Amostra Descrigéo Acido Benzoico Acido Sorbico e Acessulfame-K Aspartame Sacarina Cafeina
e sais (E210-212) sais (E200-202) (E950) (E951) (E954)
 Refiigerantes/Sumosdefwa
Al Sumo de Ananés s/gas v v v v x x
A2 Sumo de Maracfujé e Laranja Y . , , . .
s/gas
A3 Sumo de Lim&o s/gés v v v x x x
A19 Cola Light v x v v x v
A20 Sumo de Laranja c/gas x v v v x P
A21 Sumo de Manga e Laranja s/gas v v v v v x
T .
A4 Marca 1 v v x x x x
A5 Marca branca 1 v v x x P x
A7 Marca 2 v v x x x x
A8 Marca 3 (260g) v v * x x x
A9 Marca 3 (450g) v v x x x x
Al0 Marca branca 2 x x * x x x
All Marca 4 x x x x x x
Al2 Marca branca 2 v v * x x x

A6 logurte de Péssego e Ché verde x v v v x x

Al13 logurte de Maga e Ananas * v v v P x

Al4 Ketchup (Marca 1) v v * x x P
Al5 Ketchup (Marca 2) x v * x x x
Al6 Maionese Light (Marca 1) x v x x x x
Al7 Maionese (Marca 2) x v x x x P
A22 Margarina Liquida x v * x x x

A23 Bolo Doce de ows v v x x x x

A18 Pé&o em fatias x v x x x x

Todos os produtos se encontravam dentro do prazo de validade e, apés a sua
andlise alguns foram armazenados numa camara frigorifica a 5+3°C e outros

congelados numa arca congeladora a temperaturas inferiores a -20°C.
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2.5. Procedimento experimental
2.5.1. Preparacao das amostras

As varias amostras foram submetidas a diferentes métodos de tratamento,
consoante se tratavam de liquidos, solidos ou semi-sélidos.

Para as amostras liquidas como é o caso dos iogurtes e dos sumos, pipetou-se
10 mL da amostra para um baldo volumétrico de 100 mL, que ja continha 50 mL de
agua. Em seguida, adicionou-se 2 mL da solucdo de Carrez |, agitou-se e, adicionou-
se 2 mL da solugéo de Carrez Il. Agitou-se vigorosamente a solucdo e deixou-se em
repouso durante 10 minutos. No final, aferiu-se o volume do baldo com agua.

No caso dos sumos com gas, estes foram previamente desgaseificados durante 30
minutos no desgaseificador antes do tratamento com as soluc¢des de Carrez.

Da mesma forma, para as amostras sélidas e semi-sélidas como marmeladas,
molhos, pao e bolo, pesou-se 10 g de amostra para um baldo volumétrico de 100 mL,
gue continha 50 mL de &gua e, colocou-se no banho de ultrassons a
aproximadamente 40 °C durante 20 minutos. Em seguida, adicionou-se um volume de
2 mL quer da solugéo de Carrez I, quer da solucédo de Carrez Il, da mesma forma que
na preparacdo anterior. No fim, completou-se o volume até 100 mL com agua.
Relativamente as amostras de pao, bolo e marmeladas foram previamente trituradas e
homogeneizadas num moinho de facas. A etapa de moagem consistiu em trés ciclos
de 20 segundos a 4000, 6000 e 9000 rpm para o péo, dois ciclos de 20 segundos a
5000 e 9000 rpm para as marmeladas e trés ciclos de 60 segundos a 3000 e 4000 (2x)
rpm para o bolo.

As solucdes obtidas foram, de seguida, filtradas com filtro de papel com pregas
para erlenmeyers de 500 mL e, depois com um filtro de polipropileno de 0,45um
usando seringas de 10 mL.

No fim, transferiu-se uma aliquota de cada uma das amostras para vials e
introduziu-se no injetor automatico para analise no sistema cromatografico.

Todas as amostras foram analisadas em triplicado sob condi¢cBes rigorosas de
pipetagem e pesagem. A terceira toma foi fortificada com uma quantidade conhecida
do analito (Figura 8) proveniente das solu¢gBes padrdo stock, com o objetivo de

determinar a taxa de recuperacao dos respetivos aditivos em cada ensaio.
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Amostra

Adicdo de

l l Padrédo
N
Sacarina

8 ,‘1 i Acessulfame-K
‘ Aspartame
/ \ \/ / \ < Cafeina

3 Acido Benzoico
A13+P Solucdo Acido Sorbico
Stock

Figura 8 — Representacéo do procedimento de adicéo de padré&o.

2.5.2. Condic¢Oes cromatograficas

Na Tabela 6 estédo descritas as condi¢cbes cromatogréaficas utilizadas no método

analitico, com base na norma EN 12856.

Tabela 6 - Condi¢gBes cromatogréficas utilizadas na anélise das amostras e das solugdes padréo.

Parametros Condicbes

Modo de Separacgéo Fase Reversa

Tampao fosfato (95-88%) e Acetonitrilo

Composicao Fase Movel (5-12%) em modo gradiente

Fluxo 1 mL/min
Volume de injecédo 20 pL
Comprimento de onda de deteccao 220 nm
Temperatura do forno da coluna 37°C
Temperatura das amostras 10°C
Tempo de corrida 55 min

Sempre que a concentracdo de um determinado analito numa dada amostra ndo se
encontrava dentro dos limites da curva de calibracdo, procedeu-se ao ajuste do

volume injetado ou da concentracdo da solucdo da amostra.

2.6. ldentificac&o e quantificacdo do analito

A identificacdo dos analitos foi feita por comparacdo com os tempos de retencéo
obtidos em idénticas condi¢cBes experimentais para as solucdes padréo.

A quantificacdo foi efetuada pelo método do padrdo externo recorrendo-se a
uma curva de calibracdo que expressa a relacdo entre a concentracdo das solucgbes

padrdo e as areas dos respetivos picos no cromatograma.
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A determinacdo do teor de cada um dos analitos p, em mg/L ou a fracdo
massica w, em mg/kg, foi feita com base na Equacao 2.1 descrita na norma EN
12856:

L ou w:wxmoo (2.1)
mO

Sendo C — a concentragdo do analito na amostra em mg/kg ou mg/L; F — o fator
de diluicdo; V; - o volume da solugcdo de amostra e my — a massa ou volume de toma

de amostra em gramas ou mililitros.

2.7. Processo de validacao do meétodo

O processo de validacdo do método envolveu a avaliagcdo de parametros como a
gama de trabalho, a linearidade do método na gama de trabalho validada, a
sensibilidade, os limites analiticos (LOD e LOQ), a repetibilidade e linearidade do
injetor. Foram realizados estudos de precisdo em condigbes de repetibilidade e
precisao intermédia. Houve, também, a oportunidade de participar em dois ensaios
interlaboratoriais a fim de se determinar a exatiddo do método. Através dos resultados
obtidos nos varios ensaios foi possivel determinar a incerteza do método.

O procedimento utilizado para avaliar cada um destes parametros esta descrito
em varios guias de validacéo de entidades de referéncia como a ICH, a RELACRE, e o

Guia de Validacédo de Métodos Cromatograficos do INSA e, presente na Tabela 7.
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Tabela 7 — Procedimento para avaliagéo dos varios parametros de validagdo do método.

Parametro

Procedimento

Especificidade e

Seletividade

Consistiu na inje¢do de duas amostras, uma contendo os &cidos sérbico e benzoico e uma

isenta de ambos os analitos.

Gama de Trabalho

A partir da solucéo stock foram preparadas dez réplicas das solugdes padréo de calibragdo
equivalentes ao primeiro e ultimo ponto da curva de calibragdo (2, 4 e 40pg/mL) e uma réplica
para cada um dos pontos intermédios (10, 16, 24 e 32 ug/mL). No fim, calculou-se a variancia
(S?) das dez réplicas e averiguou-se a homogeneidade das variancias por comparacéo do

valor PG com o valor da Distribuicdo F de Snedecor/Fisher.

Linearidade

Envolveu a construgdo de uma curva de calibragio para cada analito e analise do coeficiente
de determinacéo (r%), dos residuos e a realizagdo do Teste de Mandel para comparacdo dos

modelos linear e polinomial.

Sensibilidade

A sensibilidade do método foi avaliada com base nos declives das curvas de calibragdo

obtidas para os varios ensaios realizados durante a validagdo do método.

Limites Analiticos
(LOQ e LOD)

Os limites de quantificacdo (LOQ) e detecdo (LOD) foram determinados com base no desvio

padréo residual da curva de calibrag&o (Syi) e no respetivo declive (a).

Limites do Método

Os limites analiticos, em pg/mL, foram convertidos em g/kg ou g/L, tendo em conta a toma de

amostra efetuada e os fatores de dilui¢éo aplicados.

Repetibilidade

Envolveu a preparacdo e injecdo de 6 réplicas de cada amostra, em condigBes de

repetibilidade, e a determinagdo do respetivo desvio padrao relativo (RSDy).

Precisao Intermédia

Consistiu na realizagdo de trés ensaios de repetibilidade e determinacé@o do respetivo desvio

padrdo relativo (RSDg).

Exatidao

Foi avaliada através da determinacdo do valor z-score a partir dos resultados obtidos em

ensaios interlaboratoriais.

Incerteza

Foi determinada a partir dos resultados de precisdo intermédia e de exatidao.

Os resultados obtidos foram introduzidos em folhas de célculo validadas.

Adicionalmente, utilizou-se o método para a determinagdo de edulcorantes,

devido a presenca destes aditivos em varias das amostras analisadas.
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Como ja foi referido nos capitulos anteriores, neste trabalho, foi utilizado o
procedimento descrito na norma EN 12856 para a validacdo de um método analitico
de HPLC-UV para a determinacdo quantitativa de conservantes alimentares em
diversas matrizes alimentares.

Este procedimento, ja utilizado no INSA, esta validado para a quantificacdo de
edulcorantes intensos em adog¢antes de mesa [97].

Na Figura 9, apresenta-se um cromatograma relativo a andlise de uma solucao
padrédo de calibracdo contendo os edulcorantes intensos acessulfame-K, aspartame e
sacarina, a cafeina e os conservantes acido benzoico e acido sérbico, que séo objeto
deste estudo, onde é possivel observar a boa resolucdo dos diversos picos

evidenciando uma separacéo eficaz de todos os analitos.

012 1 2
0.10]
00e]

2 0067

00¢] ' ;
B ]

\
I
. x | i\
0.02 | | I 6
i | 3 | |\
g " i‘ [\ /\
A \ \ ] \ /
0. e y.y g A . Y-y = —
B SN i S S B S S S S S S S B S Sy e B S S B B B B S B B B S S B S S S B S B e S B B B B S S B e

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
Mnutes

Figura 9 — Cromatograma da solu¢&o padréo (40 pg/mL) contendo 1 - Acessulfame-K (t,=6,31 min),
2 - Sacarina (t,=10,69 min), 3 - Aspartame (t,=29,98 min), 4 - Cafeina (t,=31,25 min), 5 - Acido
benzoico (t,=42,24 min) e 6 - Acido sérbico (t,=46,19 min).

3.1. Validacao do método analitico
3.1.1. Especificidade e seletividade

Para quantificar um determinado analito em diferentes tipos de amostras que,
por vezes, podem ser bastante complexas e possuirem na sua constituicdo espécies
interferentes, € muito importante averiguar se o0 método de analise que vai ser utilizado
€ especifico para o(s) analito(s) em questéo.

Como tal, procedeu-se a analise de duas marmeladas onde, uma delas continha acido
benzoico e acido sorbico (Figura 10) e, a outra, estava isenta destes dois

conservantes (Figura 11).
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Acessulfame-K - 6,553
Aspartame - 29,844

Figura 10 — Cromatograma de uma amostra de marmelada com Acido Benzoico (t,=42.20 min) e

Acido Sérbico (t,=45,82 min).
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Figura 11 — Cromatograma de uma amostra de marmelada sem os conservantes Acido Benzoico e

Acido Sérbico.

Ao comparar 0s cromatogramas verificou-se nado existir qualquer sinal nos
tempos de retencdo dos dois conservantes no cromatograma da marmelada que néo

os apresenta, podendo afirmar-se que o método é especifico para os dois analitos.

3.1.2. Validagcdo da Gama de Trabalho

Para a validacdo da gama de trabalho a usar foram avaliados os intervalos de
concentracdo entre 2 e 40 pg/mL e entre 4 e 40 pg/mL, com base em trabalhos de
validagdo usando a norma EN 12856, anteriormente efetuados no DAN.

Como descrito no subcapitulo 1.4.2 e referido na Tabela 7 a validagdo da gama

de trabalho envolve a preparacdo de 10 réplicas dos padrbes correspondentes aos
pontos extremos da gama de concentracdo, bem como uma réplica por cada ponto

intermédio da curva, tal como esta descrito na Tabela 8.
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Tabela 8 — Processo para validagcdo da gama de trabalho.

Concentracao da Solugéo
Padrédo (ug/mL)

N° de réplicas 10 10 1 1 1 1 10

No Anexo Il estd apresentado um exemplo da folha de calculo usada para a avaliagao
da homogeneidade das variancias.

A partir dos resultados obtidos (Tabela 9) averiguou-se a existéncia ou nado de
homogeneidade das varidncias em ambas as gamas para os acidos sorbico e

benzoico.

Tabela 9 — Sinal (area do pico) das dez réplicas relativas aos pontos extremos (2 ug/mL, 4 pg/mL e

40 pg/mL) das gamas de trabalho em estudo e respetiva variancia (Si%).

Sinal (area do pico)

Ne Réplica Acido Benzoico Acido Sérbico

2 pg/mL 4pg/mL 40 pg/mL | 2 pg/mL 4 pg/mL 40 pg/mL
1 164883 303791 2934121 77214 117015 1119068
2 122132 319718 2934724 62919 126205 1100380
3 156316 310753 2935134 56683 124059 1111624
4 159052 332308 2932097 63316 106143 1109401
5 141322 320150 2928252 63624 123780 1115932
6 138062 317062 2927714 48242 105547 1101976
7 165399 308289 2905822 67770 121897 1108055
8 156499 332400 2933368 64861 112990 1103602
9 130482 314652 2926396 55698 123786 1104005
10 131271 303359 1600623 62310 119567 1096374
S? 247696794 107129966 124656898 | 59427477 56688455 50683985

Através da Equacédo 1.1 calcularam-se as variancias das dez réplicas para 0s
pontos extremos da curva e, recorrendo as Equacfes 1.3 e 1.4 determinaram-se 0s
valores PG (Tabela 10), os quais foram comparados com o0s respetivos valores

tabelados da distribuicdo F de Snedecor/Fisher para n-1 graus de liberdade.
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Tabela 10 — Valores de PG e da distribuicdo F de Snedecor/Fisher para avaliacdo da validade da

gama de trabalho.

Acido Benzoico Acido Sérbico
Gama de Valor F Valor F
trabalho alor alor
PG tabelado) "C  (tabelado)
2 - 40 (ug/mL) 2,77 1,17
5,35 5,35
4 - 40 (ug/mL) 1,16 1,12

Para as duas gamas de trabalho e para os dois analitos, verificou-se
homogeneidade das variancias por comparacao dos valores de PG com os valores de
F, confirmando-se desta forma que os intervalos estdo ajustados e validadas ambas
as gamas de trabalho. No entanto, a adequabilidade do intervalo de concentracdes de
2 a 40 pg/mL a determinacéo do acido benzoico ficou comprometida, pois no célculo
do limite de quantificacdo através da curva de calibracdo (Equacao 1.9), este deu
superior ao primeiro ponto da curva (LOQ = 5,42 pg/mL), o que pode conduzir a
resultados pouco precisos quando estes se encontrem a concentracdes proximas dos
2 pg/mL. Por esta razéo, a gama de concentracdes entre 0os 4 e os 40 pg/mL foi a

escolhida para o presente trabalho.

3.1.3. Linearidade da gama de trabalho

Para a avaliacéo da linearidade da gama de trabalho, procedeu-se a construcéo
de uma curva de calibragdo que permitiu estabelecer a relacdo entre o sinal medido
(area do pico) e a concentragdo do analito na solugéo padréao.

Tal como descrito no subcapitulo 1.4.2 (b), é possivel avaliar a linearidade do

método de diferentes formas, todas com base na curva de calibracao.
Na Figura 12 estdo representadas curvas de calibracao para o acido benzoico e

para o acido sorbico.
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3.500.000
y = 72859x + 12374
3.000.000 r2=0,9999
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Figura 12 — Curva de calibracdo (4rea do pico vs concentragdo do analito) do acido benzoico e do

acido sorbico obtidas nos ensaios para a validagdo da gama de trabalho.

De acordo com os principais guias de validacdo de métodos analiticos, o
coeficiente de correlacao (r) deve ser superior a 0,995 para ser usado como critério de
aceitacdo da linearidade da gama de trabalho utilizada. Este critério foi sempre
cumprido ao longo dos varios ensaios, no entanto, optou-se por seguir um parametro
mais fiavel o coeficiente de determinacdo (). Como se pode observar da figura
anterior, para ambas as curvas de calibracdo foram obtidos coeficientes de
determinagédo superiores a 0,995.

Adicionalmente, foi efetuada uma analise aos residuos percentuais gerados para
cada padrao da curva (Figura 13). A percentagem maxima de 10% para aceitacdo dos
residuos dos diferentes pontos da curva de calibracéo foi definida pelo controlo de
qualidade interno do INSA [98].

12
10
< 8
\g-/ 6 Acido Soérbico 12 Injecdo
3 4 Acido Sérbico 22 Injecéo
é 2 Acido Benzoico 12 Injecéo
0 Acido Benzoico 22 Injecéo
2
0 10 20 30 40

Concentracao(ug/mL)

Figura 13 — Andlise dos residuos (%) nos diferentes pontos da curva de calibragéo.
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Na Figura 12 é possivel observar que, para qualquer um dos pontos da curva de
calibracéo os residuos foram inferiores a 10% e, pouco variaveis ao longo da curva,
com excec¢ao da 12 injecdo do padrao de 4 pg/mL para o acido benzoico.

No decorrer do processo de validacdo, como ja foi dito, alargou-se a gama de
aplicacdo do método a determinacéo de edulcorantes intensos. Por isso, sempre que
necessario, foi construida uma curva de calibracdo para cada um dos aditivos (Tabela
11) e analisados os residuos da curva e o coeficiente de determinacdo como critérios

para a aceitacéo das curvas de calibracéo.

Tabela 11 — Equac¢des das curvas de calibragdo para os cinco analitos a que o método foi aplicado.

2

Analito Curva de Calibracédo r r
Acessulfame-K y =56300 X + 17300 0,9999 0,9999
Sacarina Yy =91400 X - 4420 0,9998 0,9998
Aspartame y = 8600 X + 1970 0,9999 0,9999
Cafeina y = 47800 X + 6210 0,9999 0,9999
Acido Benzoico y =72859 X + 12374 0,9999 0,9999
Acido Sérbico y =27882 X + 101,64 0,9998 0,9998

Para os acidos benzoico e soérbico foi ainda realizado o teste de Mandel para
demonstrar a adequabilidade da funcdo de calibracio a um modelo linear
comparativamente a um ajuste polinomial. No Anexo Il esta apresentado um exemplo
da folha de célculo usada para a realizacao do teste de Mandel.

Através da diferenca das variancias de ambos os ajustes (Equacéo 1.6) e do
desvio padréo residual do ajuste polinomial foi calculado o valor de PG (Equacéo 1.7)
para cada curva de calibracdo o qual foi igual a 4,36 e 1,34 para o acido benzoico e
acido sorbico, respetivamente. Ao comparar estes resultados com o valor da
distribuicdo F de Snedecor/Fisher, para n-3 graus de liberdade, o qual é de 10,56,
como ambos os valores de PG foram inferiores ao valor F, conclui-se que existe um

bom ajuste dos pontos podendo ser utilizado um modelo linear.

3.1.4. Sensibilidade

A capacidade de resposta do método a variacédo da concentracdo de analito, ou
seja, a sua sensibilidade, foi avaliada com base nos declives das curvas de calibracéo
preparadas a cada novo ensaio. Foi feita a média dos declives e calculado o desvio
padrao relativo (Equacao 1.11) para averiguar a existéncia de desvios ao longo do
processo de validacdo do método de andlise. Os resultados relativos a este parametro

encontram-se apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 — Sensibilidade do método, em UA/(mg.L™), e sua variagéo (%) ao longo do processo de

validagdo do método de andlise.

Acido Benzoico Acido Sérbico

Sensibilidade

(UA [(mg.L™Y) 73345 28065
Desvio padrdo S

(UA /(mg.LY) 1435 693

Desvio padrao 1,96 247

relativo RSD (%)

Sendo os valores do coeficiente de variacdo cerca de 2% para ambos os analitos,
pode referir-se que o método manteve uma sensibilidade aproximadamente constante

ao longo dos varios ensaios que foram realizados.

3.1.5. Limites analiticos de detecéo (LOD) e quantificagao
(LOQ) e Limites do método

No subcapitulo 1.4.2, foram apresentadas as diferentes maneiras de calcular os

limites analiticos de detecéo (LOD) e quantificacéo (LOQ).

Neste trabalho optou-se por definir como limite de quantificacdo o primeiro ponto
da curva de calibragdo, 4 pg/mL e como limite de detecdo 1/3 do limite de
guantificacdo ou seja, 1,3 pg/mL, para os dois analitos.

Ao mesmo tempo, avaliou-se em cada ensaio o valor de cada limite através das
Equacdes 1.9 e 1.10. A excecdo de dois ensaios, os valores do LOQ estiveram
sempre inferiores a 4 pg/mL, confirmando a validade deste parametro. O mesmo se
verificou para o limite de detecéo.

Seguidamente, foram calculados os limites do método. Estes dependem do tipo
de amostra analisada, liquida ou sélida, e ttm em conta os limites analiticos (1,3 e 4
pg/mL), a toma de amostra maxima realizavel para analise (20 mL ou 20 g), bem como
0 volume maximo de diluicdo (100 mL) e fatores de diluicdo, de acordo com a
Equacéo 2.1.

Determinou-se que o limite de quantificacdo do método para analise dos &cidos
benzoico e sorbico é igual a 20 mg/kg e 20 mg/L, para as amostras sélidas e liquidas,
respetivamente. Da mesma forma, considerou-se o limite de dete¢cdo como sendo 1/3

do limite de quantificacéo, ou seja, 6,7 mg/kg e 6,7 mg/L.
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3.1.6. Repetibilidade e linearidade do injetor

A conformidade do injetor do sistema de HPLC é um parametro complementar
ao processo de validagdo, no entanto é importante para avaliar se este se encontra
bem calibrado e para determinar o erro associado as injecées efetuadas.

Deste modo, avaliaram-se dois parametros representativos da capacidade de
resposta do injetor, nomeadamente, a repetibilidade e a linearidade do injetor.

Os estudos de repetibilidade do injetor consistiram em inje¢cdes sucessivas das
solucdes padrédo correspondentes ao primeiro e Ultimo ponto da curva, ou seja, 4
pg/mL e 40 pg/mL, respetivamente e, na determinacdo do coeficiente de variacdo
associado as injec@es realizadas. Segundo o protocolo sobre a validagdo de métodos
cromatograficos estabelecido pelo INSA, o coeficiente de variacdo deve ser inferior a
5% [98].

Estes resultados encontram-se na Tabela 13. O desvio padréo relativo foi calculado a

partir da Equacéo 1.11.

Tabela 13 — Valores do sinal (area do pico) para as 10 inje¢des das solu¢des-padréo (4 pg/mL e 40
Hg/mL) do &cido benzoico e acido sorbico e média, desvios padrao absoluto (S) e relativo (RSD),

para avaliacdo da repetibilidade do injetor.

Sinal (Area do pico)

Injecéo Acido Benzoico Acido Sérbico
4 pg/mL 40 pg/mL 4 pyg/mL 40 pg/mL
1 324882,5 2719486,0 110168,0 922427,5
2 325938,5 2715550,0 113051,0 924295,0
3 325704,0 2710596,0 112987,5 928523,0
4 324192,0 2698565,0 111193,5 921450,0
5 324330,5 2715842,0 111050,5 930748,0
6 324540,0 2710284,0 111812,0 920919,0
7 326135,5 2720448,0 113031,0 929781,0
8 325589,0 2711782,0 110615,5 931816,0
9 325484,5 2715122,0 110126,5 940428,0
10 324739,5 2732456,0 110333,0 946315,0
Média 325153,6 2715013,1 111436,9 929670,3
S 700 8677 1207 8336
RSD(%) 0,22 0,32 1,08 0,90

Como se pode observar pelos valores de coeficiente de variagdo, em qualquer um dos
casos este foi inferior a 5 %, indicando que o injetor apresenta um nivel de

repetibilidade aceitavel.
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Em seguida, avaliou-se a capacidade de resposta do injetor a variacdes no
sistema. Foram feitas sucessivas injecdes de uma das solu¢gbes padrdo variando,
entre cada ensaio, o volume de injecdo, na gama entre 10 e 200 pL.

Pretendeu-se, assim, verificar se o injetor era capaz de responder de forma linear a
alteracéo do volume injetado. Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados obtidos

para o ensaio.

Tabela 14 — Valores do sinal (drea do pico) para a gama de volumes de injec&o (10 a 200 pL) da

solucédo-padréo (24 pg/mL) de acido benzoico e &cido sérbico, para avaliacdo da linearidade do

injetor.
Sinal (Area do pico)
V?L{Te Acido Benzoico Acido Sérbico
12Injecdo 22Injecédo Média 12Injecdo 22Injecao Média
10 887287,0 886943,0 887115,0 336134,0 332557,0 3343455

20 1797959,0 1797712,0 17978355 675378,0 672764,0 674071,0
40 3634282,0 3642598,0 3638440,0 1367013,0 1370172,0 1368592,5
60 5484961,0 5484611,0 5484786,0 2056847,0 2062378,0 2059612,5
80 7304054,0 7300622,0 7302338,0 2739259,0 2733968,0 2736613,5
100 9119091,0 9114702,0 9116896,5 3414085,0 3409597,0 3411841,0
120 10944729,0 10940625,0 10942677,0 4093282,0 4089735,0 4091508,5
140 12757852,0 12857202,0 12807527,0 4761258,0 4766316,0 4763787,0
160 14535596,0 14549613,0 14542604,5 5430279,0 5425496,0 5427887,5
180 16355979,0 16359121,0 16357550,0 6110477,0 6107248,0 6108862,5
200 18157705,0 18166265,0 18161985,0 6777821,0 6775460,0 6776640,5

Através do valor médio para cada uma das injecdes foi feita uma representacéo
grafica que mostra a relagcdo entre a area dos picos do cromatograma e o volume de
injecdo. Para avaliar a linearidade foi feita uma regressao linear aos resultados, onde
se espera que o coeficiente de determinagéo, r?, seja, no minimo, de 0,995.

Atendendo a Figura 14, é possivel observar claramente uma relacéo
proporcional entre a area do pico e o volume de injecdo uma vez que através da
regressao linear se obteve para ambos os analitos um coeficiente de determinacéo (%)

igual a 1.
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Figura 14 — Representacéo gréfica dos valores da &rea do pico vs volumes de inje¢do da solucéo

padréo (24 ug/mL) de acido benzoico e , para avaliagdo da linearidade do injetor.

Tendo em atencéo estes resultados bem como os obtidos para a repetibilidade,
pode afirmar-se que o injetor se encontra em perfeitas condigdes de funcionamento e

pode ser utilizado com a funcédo de diluir ou concentrar a amostra a analisar.

3.1.7. Precisao

Neste trabalho realizaram-se inUmeros estudos de precisdo de forma a cobrir a
grande variedade de matrizes disponiveis no mercado e, assim, garantir que o método
€ preciso independentemente da concentracdo do analito na amostra e da matriz. Tal

como descrito no subcapitulo 1.4.2 (gq) foram avaliados dois tipos de precisdo: a

repetibilidade (ou precisao intra-ensaio) e a precisao intermédia.

A primeira consistiu na realizacdo de um ensaio onde se efetuaram seis tomas
da amostra, nas mesmas condi¢cdes operatérias, isto €, mesmo analista, mesmo
equipamento, mesmo dia, etc.

Por sua vez, a precisao intermédia do método foi avaliado através da realizacédo
de trés ensaios de repetibilidade, em dias diferentes.

Para ambos os ensaios foram calculados os desvios-padrdo relativos de
repetibilidade (RSD,) e de preciséo intermédia (RSDg), de acordo com as Equacdes
1.11 e 1.13. Estes resultados foram obtidos através das folhas de célculo
apresentadas nos ANEXOS V e VI.

Devido ao elevado nimero de amostras estudadas nos ensaios de precisao, 0s
valores de concentracdo (média + desvio padrdo) e respetivos desvios-padrao
relativos estédo apresentados no ANEXO VII.

Nas Tabelas 15 e 16 estdo apresentados os resultados obtidos nos estudos de

precisdo, em termos de intervalo de valores do desvio padréo relativo.
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Tabela 15 — Desvio padrao relativo (%) de repetibilidade (RSD,) e precisdo intermédia (RSDg)

obtidos nos ensaios de precisdo para os acidos benzoico e sorbico e acessulfame-k.

Acido Benzoico Acido Sérbico Acessulfame-K
Amostra
RSD, (%) RSDg (%) RSD, (%) RSDk (%) RSD, (%) RSDg (%)
Refrigerantes 0,4a28 1,3a3,0 0,5a37 4,4a55 0,4a2,0 25a3,8
Derivados do Leite - - 1,3al16 3,0 0,6a1,6 1,3
Marmeladas 0,8a2,6 2,8a34 1,0a3,3 22a7.2 - -
Molhos (emulsionados e ) 5 . 4 4 2,7 0,7a4,0 1,652 - -
ndo emulsionados)
Produtos de Panificacéo - - 1,4a45 6,5 - -
Produtos de Pastelaria 0,8a4,0 2,9 0,4a3,6 2,3 - -

Tabela 16 - Desvio padrao relativo (%) de repetibilidade (RSD;) e precisdo intermédia (RSDg)

obtidos nos ensaios de precisdo para o aspartame, sacarina e cafeina.

Aspartame Sacarina Cafeina
Amostra
RSD, (%) RSDg(%) RSD, (%) RSDg(%) RSD, (%) RSDg (%)
Refrigerantes 0,7a4,1 1,7a52 0,4a0,7 5,9 05a14 3,3
Derivados do Leite 12a43 33 . B - -

Os resultados mostraram que o método foi preciso para as diversas matrizes
alimentares analisadas, tendo-se atingido um RSD maximo de 4,5% para a
repetibilidade e 7,2% para a precisao intermédia. O Guia de Controlo de Qualidade
interno do INSA indica que o valor do RSD nos ensaios de repetibilidade e precisédo
intermédia deve ser no maximo 5%, no entanto, decidiu-se aumentar este limite até
10%, devido & complexidade de algumas amostras. E de realcar que estes resultados
traduzem a variabilidade das concentracdes obtidas nos varios ensaios, sendo maior
na quantificagdo do acido sorbico, possivelmente por questdes de solubilidade do
analito na amostra [98].

De acordo com a Tabela 15, observa-se que o maior RSD nos ensaios de
repetibilidade diz respeito a analise das marmeladas. Nestes ensaios foram analisadas
duas marmeladas que receberam um diferente pré-tratamento. A marmelada A5 foi
submetida a uma etapa de homogeneizacdo em almofariz no momento da preparacao
da amostra. Por sua vez, a marmelada A7 foi totalmente homogeneizada no
GRINDOMIX GM 200, antes de ter sido realizado qualquer ensaio. Observando a
Tabela 29 do Anexo VII foi notdrio o efeito da etapa de homogeneizacédo na variacéo
da concentracdo de acido sdrbico, tendo-se conseguido reduzir o RSD da precisdo
intermédia de 7,2% para 2,2%. Este comportamento também se verificou na

guantificacéo do acido benzoico.
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Estes resultados permitiram comprovar a precisdo do método para os varios
analitos ndo s6 nas diferentes tomas de amostra realizadas no mesmo dia, como,

também, em dias diferentes.

3.1.8. Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método utilizado e descrito na norma EN 12856,
participou-se em dois ensaios interlaboratoriais. Estes consistiram na analise de dois
Testes FAPAS, uma coca-cola (FAPAS 03115) contendo &cido benzoico,
acessulfame-K, sacarina e cafeina e, uma geleia (FAPAS 20109) contendo ambos os
conservantes. Cada participante recebeu as amostras e analisou-as com o0s respetivos
métodos implementados no laboratério.

A andlise das duas amostras consistiu na preparacao de trés solu¢des contendo
a amostra, uma das quais foi fortificada com os analitos em estudo para determinacao
das taxas de recuperacéo (ver Figura 8).

Os resultados da analise as duas amostras em termos de concentracdo dos

analitos e taxas de recuperacdo encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17 — Volume de solugédo stock adicionado & solucéo fortificada (mL), concentragdo do

analito na amostra (mg/kg ou mg/L) e respetivas taxas de recuperacao (%).

N° Descricso Analito Volume Concentracdo Recuperacéo
Amostra ¢ (mL) (mg/kg ou mg/L) (%)
Acessulfame-K 1,8 81 93
FAPAS Sacarina 0,4 34 106
339734 03115 (Cola 3

Drink) Cafeina 0,4 89 98
Acido Benzoico 1,5 139 92
Acido Benzoico 1,0 258 95

341145 FAPAS o ,
20109 (Jam)  Acido Sérbico 1,0 187 95

Atendendo aos resultados expostos, em cima, pode-se concluir que foram
obtidas taxas de recuperacgéo aceitaveis, uma vez que estas se encontram dentro do
intervalo de 80 a 120% tal como descrito nas normas do Controlo de Qualidade Interno
do INSA [98].

A entidade reguladora do ensaio interlaboratorial analisou estatisticamente todos
os resultados submetidos e determinou o valor de concentracéo certificado, bem como
o desvio padrao. Estes parametros sao, de acordo com a Equacao 1.14, essenciais

para a determinacéo do fator z-score (Tabela 18).
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Tabela 18 — Valores da concentragdo experimental e tedrica (em mg/kg ou mg/L), do desvio padréo

e respetivo z-score, obtidos nos ensaios interlaboratoriais (03115 e 20109) regulados pelo FAPAS.

NP o . Teor (mg/kg ou mg/L) Desvio padréo
Amostra Descricao Analito . . (S) z-score
Experimental Certificado
Acessulfame-K 81 85 6,98 -0,66
Sacarina 34 31 3,29 0,77
339734 FAPAS 03115 '

(Cola Drink) Cafeina 89 94 7,59 -0,66

Acido Benzoico 139 140 10,6 -0,05

41145 FAPAS 20109 Acido Benzoico 258 253 17,6 0,29

(Jam) Acido Sérbico 187 203 14,6 1,11

Atendendo a que os valores de z-score estdo compreendidos no intervalo de -2
a 2 pode concluir-se que os resultados obtidos na andlise dos dois materiais de
referéncia foram bastante satisfatérios.

Confirma-se assim que o método é exato para a determinacdo e quantificacao
dos acidos benzoico e sérbico, que sao objeto de validacdo e, também no que se

refere a quantificacéo dos edulcorantes para os quais o método ja foi validado.

3.1.9. Estimativa da incerteza dos resultados

Para finalizar o processo de validacdo do método, procedeu-se a quantificacéo
da incerteza combinada expandida a partir das incertezas associadas a preciséo e a
exatidao.

Tal como descrito no subcapitulo 1.4.2 () as incertezas do método foram

determinadas com base nos resultados obtidos para a preciséo intermédia e exatidao,
utilizando as Equagfes 1.15, 1.16 e 1.17, respetivamente. Os resultados respeitantes
ao calculo das incertezas a partir da exatiddo e precisao intermédia estao presentes

nas Tabelas 19 e 20, respetivamente.

Tabela 19 — Valores de incerteza padrdo U(Rm) (em mg/kg ou mg/L) determinados a partir dos
resultados dos Ensaios FAPAS.

Concentragéo (mg/kg ou mg/L) Desvio Recuperagdo Incerteza |pcerteza padrdo
. . Média Certificado ~ padrdo  Médiado (mg/kg  (mg/kg ou mg/L)
Descricdo Analito Ensaio 1 Ensaio 2 (Z‘ ) (— ) (S ons) Método ou mg/L) _
2 ¢ MRC — Z(C (} “(Rm)
R.) MR
FAPAS )
03115 AC. 139 140 139 140 0,55 1,00 1,04 0,0079
(Cola Benzoico
Drink) )
FAPAS BenAzCéico 254 252 258 253 4,15 1,02 1,64 0,0133
20109 A
(Jam) A 190 183 187 203 2,33 0,92 1,31 0,0101
Soérbico
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Tabela 20 — Valores de incerteza associada a precisé@o, U’precisso (Mg/kg ou mg/L), com base nos
resultados dos ensaios de Preciséo Intermédia.

Teor médio Y Desvi dra Incerteza
= N} esvio padrao
Amostra Analito (mg/kg ou Y Wia=y:) (S p_ (mg/kg ou
= precisdo mag/L)
mg/L) i=l ,
(U preciséo)
Refrigerantes
) Acido Benzoico 116 206,46 3,485 0,030
A
Acido Sérbico 116 678,90 6,319 0,055
A19 Acido Benzoico 146 60,96 1,894 0,013
A1 Acido Benzoico 107 169,08 3,154 0,029
Acido Sérbico 99 326,15 4,380 0,044
Produtos derivados do leite
Al3 Acido Sérbico 108 177,91 3,235 0,030
Marmeladas
A5 Acido Benzoico 334 8279,97 22,069 0,066
Acido Sérbico 357 22510,49 36,389 0,102
A7 Acido Benzoico 617 5124,42 17,362 0,028
Acido Sérbico 386 1215,80 8,457 0,022
Molhos (emulsionados e ndo-emulsionados)
AL4 Acido Benzoico 388 1819,81 10,346 0,027
Acido Sérbico 301 435,26 5,060 0,017
Al5 649 19207,90 33,614 0,052
Al6 Acido Sérbico 69 17691,89 32,260 0,047
A22 1252 6731,33 19,899 0,016
Produtos de Panificagao
Al8 Acido Sérbico 1285 119106,10 83,703 0,065
Produtos de Pastelaria
A3 Acido Benzoico 105 162,87 3,095 0,029
Acido Sérbico 176 278,12 4,045 0,023

Na Figura 15 estdo representados, graficamente, os resultados relativos a incerteza

associada a precisao.
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u'(precisdo) (mg/kg ou mg/L)
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Figura 15 — Valores de incerteza associada a precisdo (em mg/kg ou mg/L) relativos aos resultados
obtidos para o acido benzoico e acido sorbico durante os ensaios de Precisdo Intermédia.
(Legenda: A2, A19 e A21 —refrigerantes; A13 —iogurte; A5 e A7 — marmeladas; Al4, A15, A16 e A22
— molhos emulsionados e ndo-emulsionados; A18 — produto de panificacdo e A23 — produto de

pastelaria).

Atendendo aos resultados presentes nas Figura 15 e Tabela 20 observa-se uma
maior incerteza relativamente a quantificagéo do acido soérbico.

A Figura 15 mostra ainda que, em relacdo a Amostra 5, os resultados estéo
afetados por uma incerteza superior a 10%. Esta e a Amostra 7 sdo marmeladas que
receberam diferentes pré-tratamentos. Mais uma vez, é notdrio o efeito das diferentes
formas de homogeneizacéo na variabilidade dos resultados.

Com os valores de incerteza associada a exatiddo do método e da incerteza
associada a precisao intermédia, determinou-se a incerteza combinada expandida,
com base na Equacédo 1.18, considerando-se um intervalo de confianca de 95% e um

fator de expanséo y igual a 2. Os resultados estdo expressos na Tabela 21.

Tabela 21 — Incerteza combinada expandida (%) associada a quantificacdo de &cido benzoico e

acido sorbico.

Incerteza (mg/kg ou mg/L) Incerteza Combinada Expandida
Amostra E'p,mm (mg/kg ou mg/L)
Acido Benzoico Acido Sérbico Acido Benzoico Acido Sérbico
Refrigerantes 0,024 0,049 0,051 0,101
Derivados do leite - 0,030 - 0,063
Marmeladas 0,047 0,022* 0,096 0,048
Molhos 0,027 0,033 0,056 0,069
Produtos de Panificacdo - 0,065 - 0,132
Produtos de Pastelaria 0,029 0,023 0,061 0,050
Incerteza Combinada Expandida Média (%) 7% 8%

*Nao foi considerada a incerteza associada a precisao obtida para a marmelada A5
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O valor da incerteza combinada expandida foi de 7 % para o acido benzoico e de 8 %

para o acido sorbico.

3.2. Andlise das amostras

Terminada a validacdo do método analitico, procedeu-se a andlise das diversas
amostras objeto deste estudo.

Foram analisadas 21 amostras de diferentes matrizes alimentares (ver Tabela
4), de acordo com o procedimento experimental descrito na norma EN 12856 (ver
Capitulo 2). No ANEXO VIII estdo apresentados os varios cromatogramas obtidos.

A analise das varias amostras consistiu num ensaio em triplicado, em que na
terceira toma foi adicionado um volume de solugdo padrdo stock. A quantidade
adicionada a cada amostra foi, em alguns casos, igual a 100% do teor do analito na
toma de amostra pesada/pipetada, pois ja se conhecia previamente o teor destas
(ensaios de repetibilidade) e, noutros casos, a 50% do limite imposto pela legislacéo
para uma determinada matriz alimentar. A partir destes trés ensaios foi possivel
calcular a respetiva taxa de recuperacdo. Os resultados obtidos no software do
sistema cromatografico foram introduzidos na folha de célculo apresentada no ANEXO
IX.

Nas Tabelas 22 e 23 estéo apresentados o teor médio em mg/kg, para amostras
sélidas, e mg/L, para amostras liquidas, bem como o volume de solugédo stock
adicionado a amostra fortificada nos ensaios de recuperacédo. De acordo com a norma
ISO 5725-6:1994 é necessario um coeficiente de variagcéo de repetibilidade maximo de

5% para a aceitagdo dos resultados com a amostra sem adi¢éo de padrdo (duplicado).
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Tabela 22 — Teor (em mg/kg ou mg/L) de acido benzoico, acido sérbico, aspartame, acessulfame-k,

sacarina e cafeina determinados nas amostras analisadas e, volume de solugédo stock (Img/mL)

adicionado as amostras fortificadas para os ensaios de recuperagcdo e respetivas taxas de

recuperacao.
Solucédo Concentragéo Recuperacio
Amostra Descricao Aditivo Stock (mg/kg ou (%/) ¢
(mL) mg/L) °
Refrigerantes
Acessulfame-K 1,8 43 103
Al Marca 1 (Sumo de Aspartame 3,1 36 96
Ananas) A i :
Acido Benzoico 11 114 100
Acido Sérbico 1,3 123 106
Acessulfame-K 1,8 35 106
Marca 1 (Sumo de ASpartame 3,1 67 97
A2 : 2 - .
Laranja/Maracuja) Acido Benzoico 1,2 118 105
Acido Sérbico 1,4 116 116
Acessulfame-K 1,8 9 103
A3 Marca 1 (Sumo de ASpartame 3,1 22 96
Limé&o) Acido Benzoico 0,9 94 102
Acido Sérbico 1,1 105 105
Acessulfame-K 0,9 79 99
. Aspartame 2,4 191 74
A19 Marca 2 (Cola Light) )
Cafeina 2,0 110 90
Acido Benzoico 1,5 145 99
Acessulfame-K 1,8 104 93
Marca 3 (Sumo de
A20 Laranja c/gas) ’Aspartame 3,0 60 79
Acido Sérbico 1,5 161 93
Acessulfame-K 0,6 47 109
Aspartame 0,3 16 92
A21 Marca Branca Sacarina 07 56 101
(Sumo de Laranja) .
Acido Benzoico 1,2 106 101
Acido Sérbico 1,1 91 105
Marmeladas
Acido Benzoico 3,6 338 91
Ad Marca 1 L )
Acido Sérbico 3,7 342 98
Acido Benzoico 3,6 341 97
A5 Marca branca 1 o o
Acido Sérbico 4,1 405 97
Acido Benzoico 6,1 629 98
A7 Marca 2 o oo
Acido Sérbico 4,0 391 99
A8 Marca 3 (260g) Acido Benzoico 25 824 -
A9 Marca 3 (4509) Acido Benzoico 25 642 -
Acessulfame-K 2,5 27 99
Aspartame 2,5 90 80
Al2 Marca branca 2 o .
Acido Benzoico 2,5 550 93
Acido Sérbico 5,0 491 103
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Tabela 23 - Teor (em mg/kg ou mg/L) de acido benzoico, acido sorbico, aspartame, acessulfame-k,
determinados nas amostras analisadas e, volume de solugdo stock (lmg/mL) adicionado as
amostras fortificadas para os ensaios de recuperacdo e respetivas taxas de recuperagao

(continuacgéao).

Amostra Descrico Aditivo Volume Concentracdo Recuperacéo

(mL) (mg/kg e mg/L) (%)
Derivados do leite
Acessulfame-K 1,8 197 97
logurte Péssego e
A6 Cha Verde ’Aspartame 3,1 238 102
Acido Sérbico 1,2 117 103
Acessulfame-K 1,8 146 96
A3 logurte Magd e Aspartame 3,1 131 86
Ananas i
Acido Sérbico 1,2 97 91
Molhos (emulsionados e ndo-emulsionados)

Acido Benzoico 5,2 394 100

Al4 Ketchup (Marca 1) P L
Acido Sérbico 51 304 97
Al15 Ketchup (Marca 2) 51 641 100
A6 Ma(";/l”ae}iz 'i')g ht 5,2 675 97

Maiorose Acido Sérbico
Al17 (Marca 2) 51 619 90
A22 Margarina Liquida 12,6 1217 111
Produtos de Panificagao
Al8 P&o em fatias Acido Sérbico 10,1 1298 88
Produtos de Pastelaria

23 Bolo com doce de Acido Benzoico 1,1 105 93
ovos Acido Sérbico 1,8 175 93

Nas Figuras 16 e 17, apresentam-se graficos de barras que traduzem os
resultados experimentais obtidos na andlise dos diferentes aditivos nas varias
amostras e que permitem uma melhor observacdo sobre a variagdo da concentracéo
dos conservantes e edulcorantes em estudo nas diferentes matrizes.

De realcar que a legislacdo sobre a rotulagem apenas obriga os fabricantes a
indicarem quais os aditivos presentes no alimento e a sua classe (conservante,
edulcorante, etc.), ndo sendo obrigatéria a indicacdo do teor percentual de cada um
destes aditivos. Deste modo, nao foi possivel quantificar quaisquer desvios em relagéo

aos teores determinados.
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Figura 16 — Concentracdo (mg/kg ou mg/L) de e obtido na andlise

das amostras.

a

Relativamente a quantificacdo dos conservantes, nédo se verificaram desvios
significativos quanto ao teor legislado para cada tipo de matriz alimentar. Verificou-se
também que o &cido sorbico € o conservante preferencialmente usado pelos
fabricantes.

O teor de acido sorbico e acido benzoico nas amostras variou entre 91 mg/L e
1298 mg/kg o qual foi encontrado num refrigerante de marca branca e em péo fatiado,
respetivamente. Quanto a concentracdo de acido benzoico oscilou entre 94 mg/L e
824 mg/kg no refrigerante de marca 1 e na marmelada de marca 3, respetivamente.

Os refrigerantes possuem menores concentragées quer de acido benzoico como
de acido soérbico devido a acidez destes produtos a qual devera resultar da utilizacéo
de reguladores de acidez (ex: acido citrico) que impossibilitam o crescimento de
bactérias. Nas amostras de refrigerantes que foram analisadas confirmou-se a
presenca de ambos 0s conservantes em 67% das amostras e, determinou-se uma
gama de concentracbes de 94 a 145 mg/L para o acido benzoico, e de 91 a 161 mg/L
para o acido sérbico. Para qualquer uma das amostras de refrigerantes analisadas nao
foram verificados incumprimentos aos limites maximos permitidos de 300 mg/L para o
acido sorbico e 150 mg/L para o acido benzoico e, de 250+150 mg/L se ambos os
analitos estiverem presentes na matriz [23].

Nas duas amostras de iogurtes foram detetadas concentracdes de acido sorbico
e de acido benzoico, embora o Ultimo em concentragbes vestigiais, semelhantes as
observadas para os refrigerantes, e inferiores ao limite de 300 mg/L para os dois

conservantes em simultaneo [23].
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Por sua vez, amostras como as marmeladas, os molhos e o0 p&do necessitam de

maiores quantidades destes conservantes. A complexidade destas amostras resulta
numa grande necessidade de usar 0os conservantes nao s6 para impedir o crescimento
microbiano mas, sobretudo, para estabilizar a prépria estrutura do alimento, como é o
caso das emulsfes ou do pao e, assim, garantir que estes mantenham caracteristicas
gue os tornem agradaveis aos consumidores durante mais tempo.
De facto, foi nas amostras de marmeladas que se observou uma grande variabilidade
no que diz respeito ao teor de acido benzoico. Ferreira et al., 2000, realizou um estudo
similar onde otimizou um método para a quantificacdo simultdnea de acido benzoico e
acido sorbico e, aplicou-o a andlise de 11 amostras de marmeladas. Comparando os
resultados verificou-se que os obtidos neste trabalho se encontram dentro da gama de
concentracdes determinada, por Ferreira et al. o qual também observou uma grande
heterogeneidade nos valores, constatando-se assim que o conteldo em conservantes
pode variar consoante o fabricante, embora, sem ultrapassar o limite maximo permitido
de 1500 mg/kg de acido sorbico e benzoico em simultaneo [24,44].

No que diz respeito aos molhos, apenas o ketchup da marca 1 contém ambos os
conservantes, no entanto, a concentracao total de ambos é aproximadamente igual ao
teor de acido sorbico observado para o ketchup de marca 2. Nour et al., 2007, realizou
um estudo que envolveu o método descrito na norma EN 12856 e aplicou-o0 a analise
de amostras de molho de tomate e ketchup, tendo determinado um teor de &cido
benzoico de 509,5 mg/kg de amostra [29]. Tal como verificado para as restantes
amostras, ndo houve incumprimento dos limites maximos permitidos de 1000 mg/kg
para o acido benzoico nos molhos ndo-emulsionados (ex: ketchup) e de 2000 mg/kg
para 0 &cido soérbico, no que diz respeito aos restantes molhos (maionese e
margarina) [23].

Foi na amostra de pdo em fatias que se detetou a presenca de acido sérbico em
maior concentracao, igual a 1298 mg/kg, mas inferior ao limite de 2000 mg/kg imposto
pela legislacéo. Por sua vez, o bolo de pastelaria revelou concentracfes reduzidas de
ambos os conservantes, comparativamente a amostra de pao, também inferiores ao
limite de 1500 mg/kg de acido benzoico e acido sérbico, em simultaneo, referido na
legislacéo [23].

No que se refere a analise das amostras contendo edulcorantes, observou-se a
predominancia destes aditivos em sumos e iogurtes sendo o conteldo em adocantes

variavel entre as diversas marcas de refrigerantes (Figura 17).
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Figura 17 - Teor experimental (mg/kg ou mg/L) de Acessulfame-K, Aspartame, e

obtido na analise das amostras.

Os edulcorantes intensos como o acessulfame-K e o aspartame estdo presentes
em todas as amostras de refrigerantes que foram analisadas e foi ainda detetada a
presenca de sacarina numa amostra de refrigerante de marca branca. Esta mesma
amostra indica no rotulo a presenca de ciclamato que nao foi possivel comprovar uma
vez que este edulcorante ndo pode ser quantificado pelo presente método.

O aspartame revelou ser o edulcorante mais usado neste tipo de amostras
estando presente huma gama de concentracfes de 17 a 238 mg/L, seguindo-se o
acessulfame-k com teores desde 9 até 197 mg/L.

De todas as amostras de refrigerantes, a marca 3 € a que possui menor
concentracdo de aspartame, possivelmente, por ter na sua constituicio outros
edulcorantes intensos, nomeadamente, o acessulfame-K, a sacarina e o ciclamato.

Ao contrario do que se observou para 0s conservantes, as amostras de iogurte
revelaram concentracdes de edulcorantes intensos superiores as registadas para o0s
refrigerantes, 146 a 197 mg/L para o acessulfame-K e 131 a 238 mg/L para o
aspartame.

Houve ainda o caso particular de uma marmelada de marca branca na qual foi
detetada a presenca de aspartame e acessulfame-K. Neste caso, néo existia qualquer
indicacdo no rétulo pelo que foi feito um ensaio de fortificacdo para comprovar a
veracidade dos resultados tendo-se observado um aumento da area dos picos no
cromatogramas relativo a amostra fortificada, e uma taxa de recuperacéo de 99 %,

para o acessulfame-K, e de 80 % para o aspartame.
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Por ultimo, foi detetada a presenca de cafeina num refrigerante com uma
concentracao de 110 mg/L, inferior ao limite maximo permitido de 150 mg/L [99].

Os resultados obtidos quer para 0s conservantes quer para os edulcorantes
intensos e cafeina nos sumos de fruta e refrigerantes foram semelhantes a estudos
realizados em Portugal por Lino et al.,2008 e Diogo et al., 2013, e a um estudo
realizado nos Estados Unidos da América por Ree & Stoa, 2011 [100-102].

Em nenhuma das amostras analisadas foram ultrapassados os limites maximos
permitidos de 350 mg/L para o acessulfame-K, 600 mg/L para o aspartame e de 80
mg/L para a sacarina, no caso dos iogurtes e refrigerantes e, de 1000 mg/kg para o

acessulfame-K ou aspartame, no caso das marmeladas [23].
3.3. Estabilidade das solucdes padréao

Por vezes, o(s) analito(s) em estudo sdo espécies bastante instaveis, sendo
necessario a preparacao de uma curva de calibracdo “fresca” a cada nova analise.
Assim, torna-se essencial a realizagcdo de testes para avaliar, por exemplo, a
estabilidade do analito na amostra apds ciclos de congelamento e descongelamento, a
estabilidade das solucBes-padrdo, e a estabilidade do analito a curto e/ou a longo
prazo [103,104].

Neste trabalho foi avaliada a estabilidade das solu¢cbes-padrdo, para verificar a
necessidade ou ndo de preparar novas solu¢gbes a cada novo ensaio. Este estudo
consistiu em trés injecbes de cada uma das solugdes-padrdo contendo os
conservantes acido benzoico e acido soérbico, e os edulcorantes acessulfame-K e
aspartame, em diferentes periodos de tempo.

A partir das solugcbes-padrao foram preparados trés conjuntos de seis vials, em que
cada conjunto representa uma curva de calibragdo. As solu¢des do primeiro conjunto
de vials foram analisadas no préprio dia (Dia 0) e as restantes foram injetadas apos
um (Més 1) e dois meses (Més 2), respetivamente. No periodo de tempo entre
analises, as solugbes-padrao foram armazenadas na camara frigorifica a uma
temperatura de 5+3°C.

Nas Figuras 18, 19, 20 e 21, estdo representadas as curvas de calibracdo para os

guatro analitos nos trés ensaios de estabilidade.
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Figura 20 - Curvas de calibracdo para o &cido benzoico nos ensaios de estabilidade.
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Figura 21 - Curvas de calibracdo para o 4cido sérbico nos ensaios de estabilidade

Observou-se que o declive das curvas de calibracdo foi aproximadamente
constante para os trés ensaios, com excec¢do do acido sdrbico em que se verificou
uma maior variagao.

E ainda de realcar as diferencas na curva de calibracdo dos &cidos benzoico e
sorbico no ensaio realizado no Dia 1. Esta anomalia deveu-se a problemas com a
coluna de cromatografia, que se traduziu num arrastamento dos picos, ou “tailing”, e

gue comprometeu a resolucéo dos dois picos, como se pode ver na Figura 22.
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Figura 22 — Cromatograma da solucéo padréo de calibragdo (40 pg/mL), contendo 1 - acessulfame-
K (t=6,28 min), 2 - aspartame (t,= 29,63 min), 3 - acido benzoico (t.= 42,29 min) e 4 - 4cido sorbico

(t-= 45,75 min), injetada 1 més ap0s a preparagao.

Nos meses 1 e 2 deste estudo foram preparadas e analisadas novas soluc¢bes
padrdo que funcionaram como valores de referéncia para a determinacédo do desvio
percentual entre ambas as solucdes (Tabela 24) e, assim, comprovar a utilidade das
solucdes padrdo em periodos prolongados de tempo. Considerou-se que o desvio
entre as solugbes padrdo frescas e as solugcdes alvo deste estudo ndo deve

ultrapassar os 5%.
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Tabela 24 - Desvio percentual das solugdes padréo "de estabilidade" relativamente as solucdes

padrao "frescas".

Desvio (%)
Concentracgao
(ng/mL) Acessulfame-K Aspartame Acido Benzoico Acido Sérbico

Dia 1 Dia 2 Dial Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
4 3,16 1,62 7,00 100,00 11,66 1,46 32,03 57,00
10 2,28 1,39 -0,40 1,86 11,89 -0,91 29,38 3,35
16 1,90 2,03 -3,31 -9,89 10,84 3,96 30,86 5,06
24 0,22 -0,23 1,56 -2,05 15,01 -0,57 32,84 2,39
32 -0,49 -0,71 -1,46 -2,99 11,03 -2,19 31,99 1,11
40 0,75 2,53 -2,78 0,17 11,49 -0,87 31,63 1,53

Através do desvio percentual determinado para as varias solugbes concluiu-se
gue as solu¢des padrdo com as concentracdes 4 pg/mL, 10 pg/mL e 16 pg/mL
revelaram maiores desvios face as solucdes preparadas no dia e usadas como
referéncia, ultrapassando em alguns casos o limite estipulado de 5%.

Os desvios calculados para as restantes solugbes estiveram sempre dentro do
limite podendo-se confirmar a estabilidade dos analitos, com exce¢do dos ensaios do
Dia 1 para os acidos benzoico e sérbico, como foi explicado anteriormente.

Adicionalmente procedeu-se a realizacéo do teste-t emparelhado, com um nivel
de significAncia de 5%, para poder avaliar, se as médias obtidas para as areas dos
picos nos ensaios de estabilidade sédo estatisticamente diferentes daquelas obtidas no
dia de preparacdo das solucbes padréo.

O teste-t foi aplicado apenas a solucdo padrdo de maior concentracdo (40
pg/mL) pois, partiu-se do principio que, no caso de esta se revelar estavel durante
todo o tempo de ensaio, entdo a solugdo stock (1 mg/mL) também se mantera estavel.

No caso do valor de p ser superior ao nivel de significancia, a hipétese nula nao
pode ser rejeitada, ou seja, as médias das areas do pico obtidas no Més 1 ou no Més
2 relativamente ao Dia 0 s&o estatisticamente iguais.

As areas dos picos para 0s trés ensaios e o0s resultados do teste-t estédo

representados na Tabela 25.
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Tabela 25 — Valores das &reas dos picos cromatogréficos relativamente a quantificagdo dos
analitos (acessulfame-K, aspartame, 4cido benzoico e &cido sérbico) na solucdo padrdo de

calibrac&o (40 pg/mL) e resultados do teste-t emparelhado (p <0,05).

. Area do Pico p-value
Analito )
Dia 0 Més 1 Més 2 Més 1 Més 2
A . 2245006502 224742499 222873451
cessuftame- 224521350 225347167  2238181,52 ! !
330482,50 33168350 32111650
Aspartame ' ' ' 0,26 0,08
331342,00 334410,01  319146,00
o , 294600519 258965301  2912694,49
Acido Benzoico 204030006 258035001 289995652 000 .08
) 1134011,83 725380,83  1112257,51
Acido Soérbico 0,0001 0,04
1135216,94 726516,30  1110368,01

Atendendo aos resultados obtidos para os valores de p relativamente ao
acessulfame-K pode concluir-se que este se manteve estavel durante os 2 meses em
gue se realizaram 0s ensaios.

Os resultados do p-value para o aspartame e para o acido benzoico encontram-
se bastante proximos do limite, isto €, do nivel de significancia, contudo, pode afirmar-
se que ambos se mantiveram estaveis passados 2 meses da sua preparacdo. E de
realcar que o p-value para o acido benzoico no Més 1 ndo é um resultado real da
estabilidade do analito uma vez que nesses ensaios houve problemas com a coluna. A
estabilidade da solucdo padréo de acido benzoico foi, posteriormente confirmada no
Més 2.

No que diz respeito ao acido sorbico o p-value obtido passados 2 meses da
preparacédo da solucao foi inferior ao nivel de significancia, pelo que as médias obtidas
sdo estatisticamente diferentes e, como tal, ndo se pode afirmar a estabilidade do
analito. No entanto tal ndo acontece para a injecdo da mesma solucao passado 1 més
de ter sido preparada.

Uma vez que se garantiu a estabilidade apenas de algumas das solucoes,
optou-se por preparar novas solugdes padrdo a cada novo ensaio.

Para finalizar, considera-se que seria necessario realizar mais ensaios de
estabilidade, desta vez, as solugdes padrado stock para averiguar a estabilidade de
cada analito individualmente e perceber se a presenca dos conservantes tem algum
efeito estabilizador nas estruturas dos outros analitos como, por exemplo, do

aspartame que se degrada facilmente.
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O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia usado neste trabalho
revelou ser adequado para a quantificacdo dos conservantes acido benzoico e acido
sérbico em diversas matrizes alimentares, tendo apresentado uma linearidade
adequada a gama de trabalho em que foi aplicado. Foi ainda possivel aplicar o mesmo
método para detecdo e quantificacdo de edulcorantes intensos e de cafeina em
amostras de refrigerantes.

Os limites de detecdo e de quantificacdo da curva de calibracdo foram de 1,3
pg/mL e 4 pg/mL, respetivamente, e do método iguais a 6,7 mg/kg (ou mg/L) e 20
mg/kg (ou mg/L) e, revelaram ser adequados para as varias matrizes alimentares
analisadas.

A precisao do método foi avaliada através de ensaios de repetibilidade e de
precisao intermédia que revelaram desvios padrdo relativos inferiores a 5 e 7%
respetivamente. Participou-se em dois ensaios interlaboratoriais para avaliar a
exatiddo do método de analise e os valores de z-score foram satisfatdrios para os dois
conservantes. No fim, determinou-se que o0s resultados estdo afetados de uma
incerteza de 7% para o acido benzoico e de 8% para o acido sérbico.

A concentracdo de acido sorbico e acido benzoico nas amostras variou entre 91
— 1298 mg/kg e entre 94 - 824 mg/kg, respetivamente, e a concentracdo de
acessulfame-K e de aspartame foi de 9 — 197 mg/L e 16 — 238 mg/L. Foi ainda
detetada a presenca de sacarina e de cafeina individualmente em duas amostras com
uma concentracdo de 56 mg/L e 110 mg/L, respetivamente. Verificou-se para todos 0s
casos 0 cumprimento dos limites maximos permitidos presentes na legislacdo em
vigor.

Na literatura foram identificados alguns estudos que aplicaram métodos
semelhantes ao usado neste trabalho para a quantificacdo dos acidos sérbico e
benzoico em sumos de fruta e refrigerantes, marmeladas e ketchup onde foram
obtidos resultados semelhantes e dentro da gama de concentracdes observada neste
trabalho.

No entanto, existem questdes relacionadas com o processo de validacéo
executado e descrito ao longo deste trabalho que devem ser exploradas no futuro.
Deve ser realizado um ensaio de recuperacdo para verificar a adequabilidade dos
limites de quantificacdo e de detecdo usados e, deve ser feito um novo estudo de
estabilidade mas sobre as solu¢gfes padréo stock.

Relativamente a tematica dos aditivos alimentares verificou-se que existem
alguns estudos de avaliacdo da exposicdo alimentar aos conservantes e aos

edulcorantes intensos, mas apenas em refrigerantes e sumos de fruta. Uma vez que
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0s conservantes estdo frequentemente presentes no nosso dia-a-dia em alimentos

como os molhos é importante a realizacdo de estudos de estimativa da ingestdo

destes aditivos aos restantes géneros alimenticios.
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ANEXOS

ANEXO | - Folha de calculo para determinagdo da humidade no

padréo de aspartame

Calculo da Humidade da amostra

Peso Capsula (g) 110,971
Peso Capsula + Aspartame (g) 111,1741 Peso amostra (mg) 0,2031

Peso Cépsula + Aspartame apds
secagem (g)

111,164 Peso amostra seca (mg) 0,193
Humidade (mg) 0,0101
Massa de 4gua na amostra (mg) 2,4865

Massa de padréo real (mg) 47,5135

Concentragéo solugao padréao (mg/ml) 0,9503

Tabela 26 — Concentrag3o corrigida do aspartame (ug/mL) nas solucdes padrao de calibracéao.

Solugéo stock  Volume de Solucéo Concentracéo da Concentracao
(1 mg/mL) Stock (mL) Solugao Padréo (pug/mL) corrigida (ug/mL)
Padrao 1 0,2 4.0 3,8
Padrao 2 0,5 10,0 9,5
Padrao 3 0,8 16,0 15,2
Padrao 4 1,2 24,0 22,8
Padrao 5 1,6 32,0 30,4
Padréo 6 2,0 40,0 38,0

Na Tabela 27, estdo indicadas as concentracdes corrigidas das respetivas solugées

de aspartame para os varios ensaios realizados.

Tabela 27 - Concentragéo corrigida das solucdes padréo de calibragdo de aspartame (ug/mL).

Concentracao (ug/mL)

3,80 3,63 3,81 3,83 3,57
9,50 9,08 9,51 9,58 8,92
15,20 14,52 15,22 15,32 14,27
22,81 21,78 22,83 22,98 21,40
30,41 29,04 30,44 30,64 28,54
38,01 36,31 38,06 38,30 35,67
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ANEXO Il - Folha de calculo para o teste de homogeneidade das variancias

Conc. Sinal (y;=Area do pico ;;ensaio ;)
Xi
i | (ng/ml) ensaio 1 ensaio 3 ensaio 5 ensaio 6 ensaio 7 ensaio 10
1| 4,000 | 117015,00000 126204,50000 124059,00000 106142,50000 123779,50000 105547,00000 121897,00000 112989,50000 123785,50000 119566,50000
2| 10,000 | 275868,50000
3] 16,000 | 440563,00000
4] 24,000 | 673783,50000
5| 32,000 | 887391,00000
6 | 40,000 |1119068,00000 1100380,00000 1111623,50000 1109401,00000 1115932,00000 1101975,50000 1108055,00000 1103602,00000 1104004,50000 1096374,00000
Média y; = 118098,60
Desvio Padrao yi = 7529,17 N %
CV%y;= 6,38 ( -y )
Variancia y; = 56688455 Sz _ =1 L .
i n;-1
Média y10 = 1107041,55
Desvio Padréao y10 = 7119,27
CV% y10 = 0,64
Variancia y10 = 50683985
10 2
PG=3 s |§2 >8]
. | F 101010090006 = 535 |
SZ
PG=—-1 2 2
S £ |S > 8
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ANEXOS

ANEXO Il - Folha de calculo para o teste de linearidade (Mandel)

Ajuste Linear

(y,‘ - V; )‘-

Ajuste Polinomial

A 2
(}7i - )’,- )

e
REBowo~v~ourwNR

7,678321E+07
4,042524E+06
7,967791E+06
1,073039E+07
2,826047E+07
3,566548E+07
4,020196E+07
7,330563E+06
1,758074E+07
3,191052E+07
5,404279E+07
2,178169E+08

3,126188E+07
1,347382E+06
6,805028E+06
9,373669E+06
9,430416E+06
1,388977E+07
8,440016E+07
3,084643E+07
9,941218E+06
2,124260E+07
1,107898E+08
1,341966E+08

Ajuste Linear

S,1= 7,296117427E+03

Sy»=7,176543372E+03

5,323333E+08

4,635250E+08

12

12

Diferenga das variancias

DS’=(N-2).8%-(N-3).8% | PG=—

Valor do teste

PG<F

PG>F

F (1N-3 999%) = 10,56143105

O ajuste polinomial é significativamente melhor que o linear

PG = 1,336011941

O ajuste polinomial nao é significativamente melhor que o linear

DS?=6,88083221E+07
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ANEXO IV - Folha de calculo para a determinag&o da concentragdo

do analito nos ensaios de repetibilidade

PARAMETRO: Acido Benzoico

11/06/201
4

Amostra: Marmelada (A7)

N°/Data de Entrada: 338623

Observagoes:

Toma de Amostra 1 2 3 4 5

Data de infcio de analise: 01/08/2014

Executante: Jcc

Pasta N°:

Diluicdo na técnica 1

Rectas de Calibragéo:
Y(area) vs X(pug/mL)

Residuos <10 % sim

Coeficiente correlacédo
(r>0,995 sim

Toma da amostra (g) 5,1992 5,0149 5,2246 | 5,0405 5,2775

5,1011

Volume em que a

amostra é diluida (mL) 100 100 100 100 100

100

Diluicdo posterior

Concentragao Sol.

Analisadas (ug/mL) 19,7330 | 19,1430 | 19,5560 | 19,1810 | 19,8820

18,9970

Concentracado da Toma
de Amostra (mg/kg
amostra)

379,539 374,306 | 380,537 | 376,731
2 381,7225 2 6 4

372,409

Concentragao Média da
Amostra 377,5411
(mg/kg Amostra)

repetibilidade (CV,=5%) OK
r (repetibilidade) 75,5082
Data de fim de andlise 12/06/2014
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ANEXOS

ANEXO V - Folha de calculo do desvio padrdo relativo de
repetibilidade (RSDy)

Natureza da

amostra 338643
Descricdo da
amostra P30 em fatias - Acido Sérbico
Método EN 12856
DADOS / série | SS20140604A | SS20140620A | SS20140701A
data de analise 04/06/2014 30/06/2014 14/07/2014
série(i) 1 2 3
n
1 1358,7962 1160,7090 1339,5397
2 1357,1671 1199,0883 1211,7658
3 1331,7238 1116,4654 1370,0060
B 13442115 1208,7834 1364,2192
5 1336,1439 1189,9579 1349,3359
6 1309,7714 1229,6044 1351,4193
|N°ensaios por Operador n 6 6 6
IMédia X 1339,6357 1184,1014 1331,0477
IDesvio Padrdo S 18,23227871 40,1508724 59,44382832
2
Varidncia S 332,415987035(1612,092554124|3533,568725707
o CV%
ICV% 1,360987871 3,390830582|  4,465942923
Desvio padrédo da S
repetibilidade ri 59,44382832
Varidncia da repetibilidade S 2. 3533,568725707
|Limite de repetibilidade r 166,4427193
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ANEXO VI - Folha de calculo do desvio padréo relativo de precisao intermédia (RSDg)

Natureza da

amostra 338643
Descri¢do da
amostra Panrico - Acido Sérbico
DADOS DE PRECISAO Método EN 12856
DADOS / série | SS20140604A SS20140620A SS20140701A
data de analise 04/06/2014 30/06/2014 14/07/2014
série(i) 1 2 3
n Yin (y—v] Yin y-vyJ Yin (y—v]
1 1358,7962 73,86796667 1160,709 -124,2192333 1339,5397 54,61146667
2 1357,1671 72,23886667 1199,0883 -85,83993333 1211,7658 -73,16243333
3 1331,7238 46,79556667 1116,4654 -168,4628333 1370,006 85,07776667
4 1344,2115 59,28326667 1208,7834 -76,14483333 1364,2192 79,29096667
5 1336,1439 51,21566667 1189,9579 -94,97033333 1349,3359 64,40766667
6 1309,7714 24,84316667 1229,6044 -55,32383333 1351,4193 66,49106667
N° de ensaios por operador n 6 6 6
Média dos ensaios de todos os -
operadores (N ensaios) y 1284,928233]
Numero total de determinagdes total N 18 1 N
—\2
—\ .
2 (y B y) 119106,1004 SpI(T.ol) = Z yk - y
Desvio padr3o da preciso intermédia S bi 83 70329266 n _1 k=1
Variancia da preciséo intermédia S é 7006.241203
[ 3
Limite de precis&o intermédia P i 234.3692195 2
cvoe CV% PI _2'8‘\/ SPi

6,514238733
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ANEXOS

ANEXO VII - Resultados obtidos durante os ensaios de

repetibilidade e precisédo intermédia

Tabela 28 — Concentracdo (média = desvio padrdo) de cada analito para as amostras de

refrigerantes analisadas nos ensaios de repetibilidade e precisao intermédia.

CorEentragéo CV (%)
Amostra Analito Dia (y o) o Precisio
Repetibilidade 1
(mg/kg ou mg/L) Intermédia
Refrigerantes

1 44 +0,4 0,8

Acessulfame-K 2 43 +£0,3 0,8 2,5
3 42 +0,4 0,9
1 63+2,6 4,1

Aspartame 2 70+1,1 1,5 5,0
3 68 £0,6 0,9
A2 1 114 + 3,2 2,8

Acido Benzoico 2 120+ 0,8 0,7 3,0
3 114 +0,5 0,4
1 110+25 2,3

Acido Sérbico 2 123 +4,5 3,7 5,5
3 115+1,0 0,8
1 91+0,9 1,0

Acessulfame-K 2 86+1,0 1,2 3,0
3 86 +1,7 2,0
1 232+1,7 0,7

Aspartame 2 238 +5,1 2,1 1,7
3 235+2/4 1,0
AL9 1 114 1,0 0,9

Cafeina 2 108+15 14 3,3
3 116 + 0,6 0,5
1 145+15 1,0

Acido Benzoico 2 144 +15 1,0 1,3
3 148 + 0,9 0,6
1 59+0,4 0,7

Acessulfame-K 2 54 +0,2 0,4 3,8
3 57+0,3 0,5
1 21+0,7 3,5

Aspartame 2 23+0,2 1,1 52
3 23+0,3 1,3
1 57+0,4 0,7

A21 Sacarina 2 59 +0,2 0,4 5,9
3 65+0,4 0,6
1 104 +0,9 0,8

Acido Benzoico 2 107 + 0,5 0,4 2,9
3 111+0,5 0,5
1 94+1,1 11

Acido Sérbico 2 99 +0,5 0,5 4.4
3 104 + 0,6 0,6

(Continua na Tabela 29)
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Tabela 29 - Concentracdo (média + desvio padréo) de cada analito para as amostras de iogurtes e

marmeladas analisadas nos ensaios de repetibilidade e precisdo intermédia.

CorEentra(;éo CV (%)
Amostra Analito Dia (y £ o) -
- Preciséo
(mg/kg ou mg/L) Repetibilidade Intermédia
logurtes
1 15725 1,6
Acessulfame-K 2 159+1,4 0,9 1,3
3 156 £ 0,9 0,6
1 136 £ 5,8 4,3
Al13 Aspartame 2 131+ 35 2,7 3,3
3 132+ 1,6 12
1 107+1,8 1,6
Acido Sérbico 2 105+ 1,8 1,7 3,0
3 112+ 15 1,3
Marmeladas
1 340 + 28,6 2,0
Acido Benzoico 2 318 +17,0 2,6 3,9
3 326+ 25 0,8
A5
1 381 +£32,2 19
Acido Sérbico 2 346 £ 21,5 3,3 7.2
3 324+ 4,6 14
1 601+7,1 12
Acido Benzoico 2 618 +12,7 2,1 2,8
3 633 £13,3 2,1
A7
1 378 + 3,7 1,0
Acido Sérbico 2 390+7,5 1,9 2,2
3 39073 19

(Continua na tabela 30)
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ANEXOS

Tabela 30 - Concentracdo (média + desvio padrdo) de cada analito para as amostras de molhos,

produtos de pastelaria e panificacdo, analisadas nos ensaios de repetibilidade e precisdo

intermédia.
Concentragédo
\Amostra Analito Dia (y o) Precisa
A recisdo
(mg/kg ou mgi/L) Repetibilidade Intermédia
Molhos emulsionados e ndo-emulsionados
1 374+1,2 0,3
Acido Benzoico 2 393+1,6 0,4 2,7
3 397 +5,6 1,4
Al4 1 295+ 3,0 1,0
Acido Sérbico 2 304+2,1 0,7 1,7
3 304 +4,7 1,3
1 660 + 6,3 1,0
Al15 Acido Sérbico 2 607 £12,8 2,1 5,2
3 681 £ 10,1 15
1 700 £11,2 1,6
Al6 Acido Sérbico 2 656 + 26,5 4,0 4,7
3 718 £16,0 2,2
1 1258 + 24,3 1,9
A22 Acido Sérbico 2 1262 £ 10,4 0,8 1,6
3 1235+ 12,0 1,0
Produtos de Pastelaria
1 103+4,1 4,0
Acido Benzoico 2 105+ 0,9 0,8 2,9
3 107 +1,8 1,7
AZ3 1 176 £ 6,4 3,6
Acido Sérbico 2 176 + 0,6 0,4 2,3
3 177 +£3,5 2,0
Produtos de Panificagdo
1 1340+ 18,2 1,4
Al8 Acido Sérbico 2 1184 + 40,2 3,4 6,5
3 1331+£59,4 4,5
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ANEXO VIII - Analise das Amostras (Cromatogramas)

Acido Sorbico - 45,815

T T
25,00 30,00
Minutes

T T T T T T
15,00 20,00 35,00 40,00 45,00 50,00

Figura 23 — Cromatograma relativo a uma amostra de marmelada com acido benzoico (t,=42,2 min)

e &cido sorbico (t:=45,8 min).
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Figura 24 - Cromatograma relativo a uma amostra de iogurte com acessulfame-k (t,=6,2 min),

aspartame (t,=29,6 min), &cido benzoico (t,=42,1 min) e 4cido soérbico (t,=45,8 min).
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Figura 25 - Cromatograma relativo a uma amostra de ketchup com &cido benzoico (t:=42,1 min) e

acido sorbico (t,=45,7 min).
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Figura 26 - Cromatograma relativo a uma amostra de maionese com acido sérbico (t,=45,6 min).
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Figura 27 - Cromatograma relativo a uma amostra de pdo em fatias com é&cido sorbico (t=45,5

min).
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Figura 28 - Cromatograma relativo a uma amostra de bolo de pastelaria com &cido benzoico
(t-=43,3 min) e &cido soérbico (t:=46,7 min).
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Figura 29 - Cromatograma relativo a uma amostra de refrigerante com acessulfame-k (t,=6,4 min),

sacarina (t,=10,7 min) aspartame (t,=29,9 min), acido benzoico (t,=42,4 min) e 4cido sorbico (t,=46,2

min).
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ANEXOS

ANEXO IX — Folha de calculo para determinag&o do teor do analito

na amostra e da taxa de recuperagéo (%)

PARAMETRO: Acido Sorbico
N°/Data de Entrada: 338643 |
Amostra: Panrico (A18)
Obsenacdes: SS20140604A
Toma de Amostra 1 2 3 4 5 6
Data de analise: 04/06/2014
Executante: Jcc
Pasta N°:
Diluig&o na técnica 1

Rectas de Calibrag&o: Y(area)
Vs X(pg/mL)

Residuos < 10 %

Sim
Coeficiente correlagéo (1)>0,995 Sim
Toma da amostra () 10,2475 | 10,0636 | 10,1066
Volume em que a amostra é
diluida (mL) 100 100 100 100 100 100
Concentragdo do padréo
(hg/mL) 1000 1000
Volume do padrao adicionado
(mL) 10,1
Diluicdo posterior 1/5 1/5 1/5 1 1 1
Concentragdo Sol. Analisadas
(ng/mL) 26,1310 | 26,5760 | 43,9510
C tracdo da T d
A;";;?ar?;zcl’kgaanﬂ?r; 1274,99 | 132040 | 217437 | #DIVio! | #DIV/O! | #DIV/O!

Concentracdo Média da

Amostra (mg/kg Amostra) 1297,6981 #DIV/0!
Repetibilidade (CV,=5%) OK #DIV/O!
Taxa de recuperagéao (%) 87,7 #DIV/O!
r (repetibilidade) 241,4556 #DIV/0!
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