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Resumo

Atualmente, com o aumento da diversidade de produtos alimentares em resposta ao crescimento da
populacdo mundial surgiu a necessidade de efetuar um controlo mais exigente destes produtos de modo
a garantir a sua qualidade e confianca para o consumidor. Assim, através de avancos na industria
alimentar foi possivel desenvolver diversos métodos analiticos capazes de analisar com o nivel de
exigéncia necessario os constituintes presentes nos produtos alimentares e, desta forma, caracteriza-los
qualitativa e quantitativamente. De modo a garantir a seguranca e qualidade dos produtos consumidos,
criaram-se laboratorios acreditados, cujos métodos foram devidamente validados.

O presente trabalho, desenvolvido na empresa Silliker Portugal, S.A, teve como objetivo validar
estatisticamente o método para quantificar o teor de teobromina em géneros alimentares a base de
cacau e alimentos destinados a alimentacao animal por cromatografia liquida de alta eficiéncia, baseado
na norma AOAC 980.14. Apesar de ndo ser um componente prejudicial para a saude humana, sabe-se
gue apresenta elevada toxicidade para os animais, nomeadamente, para os caes e, por este motivo,
torna-se importante determinar este composto em produtos alimentares. Assim, os parametros de
desempenho foram caracterizados em diversas matrizes pertencentes a sete grupos alimentares
distintos.

Este trabalho também teve como objetivo a determinacdo de uma espécie toxica para o ser humano
em géneros alimentares, nomeadamente, 0 mercurio e, pretendeu-se estender a validacdo do método
de quantificacdo deste metal recorrendo ao analisador direto de mercurio para uma nova matriz, um
arroz integral. Nesta matriz, os parametros de desempenho foram avaliados e comparados com o0s

definidos para as matrizes previamente validadas.

Palavras-chave: DMA, HPLC, mercurio, teobromina, validacao.



Abstract

Currently, an increase in food diversity due to the world population growth led to stricter control of
food products, to ensure their quality and customer confidence. Thus, through breakthroughs in the food
industry, it has been possible to develop several analytical methods able to analyze, with high excellence,
different food components. In this way, it is possible to characterize them in terms of quality and quantity.
Therefore, to ensure the safety and quality of food products, several accredited laboratories have been
set up, with properly validated methods.

For this reason, the present work, carried out at Silliker Portugal, S.A, aimed at the statistical validation
of the theobromine quantification method on cocoa-based products and animal ration by high-efficiency
liquid chromatography, based on the AOAC 980.14 standard. Although it is not harmful to human health,
high animal toxicity has been reported, especially in dogs. For this reason, it is important to characterize
this component in food products. Thus, several performance parameters were characterized in several
matrices of seven different food groups.

In addition to this, the aim of this work was also to control the presence of toxic products to humans
in food, namely, mercury. Therefore, it was intended to widen the validation of the mercury quantification
method to a new matrix, brown rice, using the direct mercury analyzer. In this matrix, performance

parameters were evaluated and compared with those of previously validated matrices.

Keywords: DMA, HPLC, mercury, theobromine, validation.
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Lista de Abreviaturas e Siglas

AMA: Analisador avancado de mercurio (do inglés Advanced Mercury Analysen.

ANOVA: Analise de variancias (do inglés Analysis of Variance).

AOAC: Associacao Oficial de Quimicos Analiticos (do inglés Association of Official Analytical Chemists).
CQE: Controlo de qualidade externo.

CQI: Controlo de qualidade interno.

CV: Coeficiente de variacéo.

CV-AAS: Espetroscopia de absorcdo atémica com vapor frio (do inglés cold vapor atomic absorption
spectroscopy).

CV-AFS: Espetroscopia atdmica de fluorescéncia com vapor frio (do inglés cold vapor atomic fluorescence
spectroscopy).

CVe: Coeficiente de variacdo de precisdo intermédia.

CV.: Coeficiente de variacao de repetibilidade.

CVr=:. Limite de precisdo intermédia relativo.

CVr: Limite de repetibilidade relativo.

DCV: Doencas cardiovasculares.

DMA: Analisador direto de mercurio (do inglés Direct Mercury Analyzer).

DPCS: Amostra diaria de controlo de processo (do inglés Daily Process Control Sample).

EAA: Espetroscopia de absorcao atdmica.

EGI: EGI - Sociedade de Engenharia e Gestao de Qualidade.

e.m.a: Erro maximo admissivel.

EN: Norma europeia (do inglés European Norm).

E-: Erro relativo.

F: Fator de diluicao.

GC-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (do inglés Gas chromatography - mass
spectrometry).

G.L: Graus de liberdade.

Ho: Hipdtese nula.

H:: Hipdtese alternativa.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High - performance liquid chromatography).
ICP-OES: Espetroscopia de emissdo atémica com plasma acoplado indutivamente (do inglés /inductively
coupled plasma optical emission spectroscopy).
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IPAC: Instituto Portugués de Acreditacao.

ISO: Organizacao Internacional de Normalizacdo (do inglés /nfernational Organization for

Standardization).

LCL: Limite de controlo inferior (do inglés /fower control limid).

LDQ: Limite de quantificacdo.

LIA: Limite inferior de aviso.

LIC: Limite inferior de controlo.

LSA: Limite superior de aviso.

LSC: Limite superior de controlo.

MR: Material de referéncia.

MRC: Material de referéncia certificado.

MRI: Material de referéncia interno.

MS:: Quadrado médio entre grupos (do inglés mean square between groups).
MS residual: Minimos quadrados residuais (do inglés mean square).

MS total: Minimos quadrados totais (do inglés mean square).

MS.: Quadrado médio dentro do grupo (do inglés mean square within groups).
NP: Norma portuguesa.

r: Coeficiente de correlaco.

R: Taxa de recuperacao.

R:: Recuperacao aparente.

re: Limite de precisao intermédia.

r.. Limite de repetibilidade.

SGQ: Sistema de Gestao da Qualidade.

sei: Desvio padrao de precisao intermédia.

s Desvio padrao de repetibilidade.

SS.: Soma dos termos quadraticos entre grupos (do inglés sum of squares between groups).
SSw: Soma dos termos quadraticos dentro do grupo (do inglés sum of squares within groups).
T: Tolerancia de um material volumétrico.

TMA: Analisador de mercurio vestigial (do inglés 7Trace Mercury Analyser)

t: Tempo de retencao.

UCL.: Limite de controlo superior (do inglés upper control limif).

UV-Vis: Ultravioleta-visivel.
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Lista de Simbolos

a: Ordenada na origem.

b: Coeficiente associado ao fator de primeiro grau num polinémio de segundo grau (denominado declive
num polinémio de primeiro grau).

c: Coeficiente associado ao fator de segundo grau num polinémio de segundo grau.
C: Resultado do teste de Cochran.

Cm: Solucéo de calibracdo mae.

Cw: Concentracdo de analito no material de referéncia.

C.: Concentracdo de analito na solucao stock.

d: Unidade de desvio admissivel.

DS:: Diferenca de variancias.

G: Resultado do teste de Grubbs.

h: Numero de ensaios efetuados.

[Hg] ops: Valor médio da concentragéo de merctrio determinado pelo laboratorio.
[Hg]ef: Valor de referéncia da concentracdo de mercurio.

k: Fator de expansao.

Me: Massa da toma do reagente sfock.

n: Numero de medicdes efetuadas.

na: Numero de ensaios considerados no ensaio interlaboratorial.

P: Populacdes reportadas nos ensaios interlaboratoriais.

P:: Populacao individual das populacdes reportadas nos ensaios interlaboratoriais.
P: Valor médio das populacdes reportadas nos ensaios interlaboratoriais.

Pcn: Pureza do reagente sfock de analito.

PG: Razdo entre variancias.

22y Valor intermediario para o calculo do coeficiente de segundo grau do polindmio de segundo grau.
Q,3: Valor intermediario para o calculo dos coeficientes do polinomio de segundo grau.
Q,+: Valor intermediario para o calculo dos coeficientes do polinémio de segundo grau.
Q,.x: Valor intermediéario para o célculo do coeficiente de segundo grau do polinémio de segundo grau.
Qx,: Valor intermediario para o calculo do coeficiente de segundo grau do polinémio de segundo grau.
RMS (piqs)relativa: Raiz quadrada média referente a todos os valores de bias obtidos na forma relativa.

s: Desvio padrao amostral.
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si2 Variancia do primeiro conjunto de medicoes.

s Variancia do segundo conjunto de medicdes.

s2: Variancia amostral.

s2: Variancia individual da medicao.

S2mc. Maior variancia.

s.. Desvio padrao associada a ordenada na origem num polinémio do primeiro grau.
sit: Incerteza associada a ordenada na origem num polindmio de primeiro grau.
s». Desvio padrao associada ao declive num polinémio do primeiro grau.

swss. Desvio padrdo absoluto associado a analise de um material de referéncia.
Swasrato. DESVIO padrao relativo associado a analise de um material de referéncia.
sit: Incerteza associada ao declive num polindomio de primeiro grau.

S». Desvio padrao robusto.

Smreano:. DESVIO padrao robusto relativo.

S(ro)relativo: Valor médio do desvio padrao robusto relativo.

sv. Desvio padréo entre grupos.

S%: Desvio padrao do x.

Sy Desvio padrao residual de um polinémio de segundo grau.

Sy/x: Desvio padrao residual de um polinémio de primeiro grau.

t: Resultado do teste t-student.

mobs: Valor médio da concentracao de teobromina determinado pelo laboratério.
[Teo],.s: Valor de referéncia da concentracio de teobromina.

U Incerteza expandida.

U,qq: Incerteza padrao associada a concentracao de analito adicionada.

U add)relativa: INCerteza relativa associada a concentragao de analito adicionada.
Ucrer: INcerteza padrao associada a concentracao de um material de referéncia.

WU cref)relativa: INCerteza relativa associada a concentracao de um material de referéncia.
Ucs: Incerteza padrao associada a concentracao de uma solucao de calibracao.
u.(y): Incerteza combinada.

WUjusteza)relativa: INCerteza relativa associada a justeza de um método analitico.

U,,: Incerteza padrao combinada associada a massa da toma do reagente utilizado na preparagao de

uma solucao de calibracao.
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Uy Incerteza padrao associada a calibracdo de um material volumétrico.

Up: Incerteza padréo associada a pureza do reagente utilizado na preparacdo de uma solucdo de
calibracao.

Uprecisao: INCerteza padrao associada a precisao de um metodo analitico.

U(precisio)relativa: INCerteza relativa associada a precisao de um metodo analitico.
U(recuperagio,c)relativa - INCerteza relativa combinada associada a ensaios de recuperacao.

u,: Incerteza padrao associada ao acerto do menisco de um material volumétrico em condicdes de
repetibilidade.

uy: Incerteza padrao associada a diferenca de temperatura de um material volumétrico relativamente a
temperatura a que este foi calibrado.

Upara: INcerteza padréo associada a zona da tara da balanca analitica.

Uycem: INcerteza combinada associada ao volume final de uma solucao de calibracao.

W(volyrelativa: INCErteza relativa associada ao volume de solugao de fortificacao adicionado.

Uys: Incerteza padréo associada ao volume retirado de uma solugéo stock para preparar uma solucao
de calibracao.

Uz, Incerteza padrao associada a zona de trabalho da balanca analitica.

Ven: Volume final da solucao de calibracao de analito.

V.: Volume retirado da solucao sfock.

X: Média aritmética ou valor médio amostral.

x': Valor médio da concentracdo de analito na amostra fortificada.

x: Valor médio de todos os valores médios calculados para cada ensaio.

Xq. Concentracao de analito adicionada num ensaio de recuperacao.

Xua: COncentracao de analito determinada na amostra que resulta da fortificacao.

X. Resultado individual da medicao.

x;: Valor médio dos replicados do mesmo ensaio considerado no teste ANOVA.

X: Resultado individual de cada replicado do mesmo ensaio considerado no teste ANOVA.

X1ap: Valor médio da concentracdo de analito determinado pelo laboratorio.

X« Valor de referéncia.

X: Valor suspeito no teste de Grubbs.

y: Valor médio das respostas obtidas pelo equipamento.

). Resposta obtida pelo equipamento.
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¥i: Valor estimado de y.

Simbolos gregos

a: Intervalo de confianca associado a pureza de um reagente.
AC: Variacao da concentracao de analito em solucao.

AL: Variacdo da resposta experimental.

AV: Variacao do volume de um material volumétrico.

M: Valor médio populacional.

o Desvio padrao populacional.



Lista de Tabelas

Tabela 1: Informacdes retiradas da analise de variancias de fator tnico (ANOVA).. ......ccooeeeeieiinnnnne 14
Tabela 2: Equipamentos e materiais para o método de quantificacdo de teobromina.. ..........ccceuvee. 59
Tabela 3: Reagentes para o0 método de quantificacdo de teobromina..........ccceeeeviiiiiiiiciiciie e, 60
Tabela 4: Matrizes abrangidas pelo método de quantificacdo de teobromina..........cccoeeeviiiiiiiinnenne 61
Tabela 5: Preparacao das solucdes padrdo de teobromina.. ........cocvveveiiiiiieiiiiiie e 62
Tabela 6: Massas de amostra alimentar a utilizar no método de quantificacdo de teobromina............ 63
Tabela 7: Condicdes e sistemas de andlise para HPLC............ccooviiiiieicie e, 64
Tabela 8: Equipamentos e materiais para o método de quantificacdo de mercurio...........ccceevveuvernnne 66
Tabela 9: Reagentes para 0 método de quantificacdo de MEerclrio.........cccveevveeecieecceeeciee e, 66
Tabela 10: Matrizes abrangidas pelo método de quantificacdo de mercurio.. .....ccceeevveeeveeecieceneenne, 67
Tabela 11: Preparacao das solucdes padrao de MErCUNIO.. .......eecveeecveeeeie et 69
Tabela 12: Condicoes de andlise do DMA. ........oo it e e 70
Tabela 13: Valores para o tracado da curva de calibracdo de teobromina.. .......ccoeeevvieicieicieceiee, 74
Tabela 14: Sensibilidade do método de quantificacdo de teobromina..........c.ccoovevviiiiiiiccicceeee, 75

Tabela 15: Analise de uma amostra de chocolate branco para o estudo do LDQ do método de
(o [N Tl o= Tox Tolo [SYR (<Tol o] (o) 1 111 - R 77
Tabela 16: Analise de uma amostra de chocolate branco depois da fortificacdo para o estudo do LDQ do
método de quantificacao de tEODIOMING........cc.vviii i 78
Tabela 17: Concentracao de teobromina adicionada no ensaio de recuperacéo realizado para o estudo
do LDQ do método de quantificacdo de teobroming ..........cceeeeieviiieiiciiiee e 78

Tabela 18: Taxa de recuperacdo obtida no estudo do LDQ do método de quantificacdo de teobromina

Tabela 19: Gama de trabalho do método de quantificacao de teobromina ..........cccccovveiiiiiiiiiciecnen. 80
Tabela 20: Analise de uma amostra de racao para o estudo da seletividade do método de quantificacdo
A€ TEODIOMING ...ttt ettt 82
Tabela 21: Analise de uma amostra de racdo depois da fortificacdo para o estudo da seletividade do
meétodo de quantificacao de tEODIOMING........ccveiiiieeiee e et 82
Tabela 22: Concentracao de teobromina adicionada no ensaio de recuperacao realizado para o estudo
da seletividade do método de quantificacdo de teobromina ........c.c.oooveveiiiiiciiee i 83
Tabela 23: Taxa de recuperacao obtida no estudo da seletividade do método de quantificacdo de

B0 OMIING . e 83



Tabela 24: Estudo da precisdo em condicdes de repetibilidade do método de quantificacdo de
LE=T0] 0101 1 o1 0 - 1SS 85
Tabela 25: Valores auxiliares para o estudo da precisdo em condicdes de repetibilidade do método de
(oW Ny o= 1o Lo lo [SYR (=Yoo (o) 1 011 0 - TS 86
Tabela 26: Valores auxiliares para o estudo da precisdo em condicdes de repetibilidade do método de
quantificacdo de teobromina na gama de trabalho baiXa............cccvviiiiiiiiiiiiii e 87

Tabela 27: Estudo da repetibilidade do método de quantificacdo de teobromina na gama de trabalho

Tabela 28: Valores auxiliares para o estudo da precisdo em condicdes de repetibilidade do método de
guantificacdo de teobromina na gama de trabalho intermédia ...........ccoceveiiiiiiiiiiiii e 89
Tabela 29: Estudo da precisdo em condicdes de repetibilidade do método de quantificacdo de teobromina
na gama de trabalho iNterMEIa.. .......coovviiiii e 89
Tabela 30: Valores auxiliares para o estudo da precisdo em condicdes de repetibilidade do método de
quantificacao de teobromina na gama de trabalho alta.............oooveiiiii 90
Tabela 31: Estudo da precisdo em condicdes de repetibilidade do método de quantificacdo de teobromina
Na gama de trabalno @lta.. .......oooiiiiiiiee e 91
Tabela 32: Estudo da precis@do em condicdes de repetibilidade do método de quantificacdo de teobromina
em todas as gamas de trabalnO. ..........oooiueiii i 91
Tabela 33: Informacdes retiradas da ANOVA de fator tnico para o estudo da precisao em condicoes de
repetibilidade do método de quantificac@o de teobromina........cc.eeeveeveieiieciec e 92
Tabela 34: Estudo da precis@o em condicdes de precisdo intermédia do método de quantificacdo de
BBODIOMING. ..ttt 94
Tabela 35: Comparacao da precisao obtida em condicdes de repetibilidade e em condicdes de precisdo
intermédia do método de quantificacao de teobromMING.........ccocvvieiieiriie e 95
Tabela 36: Estudo da justeza do método de quantificacdo de teobromina através da participacdo em
eNSAI0S INTEITADOIATONIAIS. ... 96

Tabela 37: Estudo da justeza do método de quantificacdo de teobromina através da analise de DPCS

Tabela 38: Estimativa da incerteza expandida da gama de trabalho baixa do método de quantificacéo de
L0 o 011 o1 o F- TR TSRO PP U PP OUPRROPR 98
Tabela 39: Estimativa da incerteza expandida da gama de trabalho intermédia do método de

o[V Ly o= Tor= Lol (YR (Yol o] (o) 1 411 4 - TR USRS 100

XXii



Tabela 40: Estimativa da incerteza expandida da gama de trabalho alta do método de quantificacao de
LC=T0] 0] (0] 121 0 - 1 OSSP RORSRST 101
Tabela 41: Estimativa da incerteza expandida do método de quantificacdo de teobromina em todas as
2AMAS dE TrADAIN0......cci it aea e 102
Tabela 42: Valores para os tracados das curvas de calibracdo de mercurio ..........ooevveevvceveeeicnnnenn. 104
Tabela 43: Relacdo entre os coeficientes das curvas de calibracdo de mercurio determinados pelo Excel
B PEIO DIMA L. e e e e e — e e e e et e e e e atbeeeeaaabaaaeaans 106
Tabela 44: Valores dos coeficientes do segundo e primeiro graus das curvas de calibracdo necessarios
para estabelecer os limites das cartas de controlo e estudo da sensibilidade do método de quantificacdo
(o [3 4=T ol g o TSRS 107
Tabela 45: Valor alvo e limites das cartas de controlo dos coeficientes de segundo e primeiro graus da
curva de calibracao de gamas baixa e intermédia do método de quantificacao de mercurio. ............ 108
Tabela 46: Estudo da estabilidade dos coeficientes do segundo e primeiro graus das curvas de calibracao
de Mercurio a0 10NZ0 O TBMPO ...ecieeiieee ettt e e e e e e eatae e e 108
Tabela 47: Valor alvo e limites das cartas de controlo dos coeficientes de segundo e primeiro graus da
curva de calibracao de gama alta do método de quantificacdo de Mercurio. ........cccveeeecveeeeeccveeeenn, 110
Tabela 48: Estudo da sensibilidade das gamas de trabalho do método de quantificacdo de mercurio ao
o] T oo Je [0 I (=1 1 0] 1o IR 111
Tabela 49: Anélise de uma amostra de aclcar para o estudo do LDQ do método de quantificacdo de
LT (ol Lo T T PP TP PSP PP PR PPPUPPPROPPN 113
Tabela 50: Anadlise de uma amostra de acucar depois da fortificacdo para o estudo do LDQ do método
de qUANTIfICACA0 AE MEICUIIO....uvii e it ettt e e e e e e et e e e e et e e e et ee e e s et e e e e esaeeeeennraeneeans 113

Tabela 51: Taxa de recuperacao obtida no estudo do LDQ do método de quantificacdo de mercurio..

Tabela 53: Estudo da gama de trabalho alta do método de quantificacdo de mercurio..................... 117
Tabela 54: Valores necessarios para elaborar a carta de controlo de médias para o estudo da seletividade
do método de quantificaCao A& MEICUNIO.........cccvrieee ittt e e eraee e 118
Tabela 55: Estudo da seletividade do método de quantificacdo de Mercurio .........ccceveeevveciiiieecnnenns 119
Tabela 56: Estudo da seletividade do método de quantificacdo de mercurio considerando a matriz arroz

11 (=Y == SR 121



Tabela 57: Concentracdo de mercurio na amostra de arroz integral determinada em condicdes de
repetibilidade e de precisao INTErMEIa........cocviiii i 122
Tabela 58: Informacdes retiradas da ANOVA de fator Unico para o estudo da precisdo do método de
quantificacdo de mercurio considerando a amostra de arroz integral ..........ccocveeviveieeiiiiiiec e 122
Tabela 59: Estudo da precisdo do método de quantificacdo de Mercurio .......ccccveeveveveeevvcieeee i, 123
Tabela 60: Estimativa da incerteza expandida do método de quantificacdo de mercurio considerando a

MALHZ ArTOZ INTEEIAL.......eeeei et e et e e et e e e s et e e e e s et ae e e e enbreeeeeeees 127

XXiV



Lista de Figuras

Figura 1: Silliker POrTUGAl, S.A. ..o ettt et e 2
Figura 2: Laboratdrios Silliker, S.A a nivel mundial. .........ccoooiiiiiiiiii e 4
Figura 3: Distribuicdo normal vs distribuicdo £student considerando 5 observacoes..........cccoveeeveenee.. 9
Figura 4: Distribuicdo normal vs distribuicdo £student considerando 19 observacgdes............ccouv....... 10
Figura 5: Carta de controlo de médias ou de iNdIVIdUOS.........cueeeiveiiiiiiiiie e 21
Figura 6: Metodologia “Pass0-a-PASS0”. ......ececeeeiiuieeieie et e eetee et e e et etae e etee et e ettt 40
Figura 7: Diagrama em espinha de peixe considerando um reagente no estado liquido...................... 41
Figura 8: Diagrama em espinha de peixe considerando um reagente no estado sélido. ..................... 42
Figura 9: Alcaloides da familia das Xantinas. ........c..coouieiiieiiiii e 51
Figura 10: Analisador direto de merclrio (DMA). .....cooveeieiee et 57
Figura 11: Constituintes internos do analisador direto de mercurio (DMA).........ocoveeeieecieeeiie e, 58
Figura 12: Cromatograma de HPLC para um padrdo de calibracdo de teobromina.. ..........cceeeuveeeee. 73
Figura 13: Representacao da curva de calibracdo de teobromina...........ocoveeeveeeiiiecicie e, 75
Figura 14: Carta de controlo de individuos do declive da curva de calibracao de teobromina.............. 76
Figura 15: Representacao da curva de calibracdo de mercurio das gamas baixa e intermédia.......... 105
Figura 16: Representacao da curva de calibracao de mercurio da gama alta. ...........ccccceeeeeeieennns 105

Figura 17: Carta de controlo do coeficiente de segundo grau da curva de calibracdo de mercurio para as
£amMas baiXa € INTEIMEAIA. ......ceeei et e e e e et e e e e e taee e e e etaeaeeens 109
Figura 18: Carta de controlo do coeficiente de primeiro grau da curva de calibracdo de mercurio para as
2aMas baiXa € INTEIMEAIA. .....ocuveeee et e et e e e e e e et ae e e s eeraeeeeeeraeeeeans 109
Figura 19: Carta de controlo do coeficiente de segundo grau da curva de calibracao de mercurio para a
o 100 I 1 - RS 110
Figura 20: Carta de controlo do coeficiente de primeiro grau da curva de calibracdo de mercurio para a
o 110 T- 1= - SRR 111

Figura 21: Carta de controlo da taxa de recuperacdo meédia.. ...........ccoeevueeiieiiieeciecie e 120

XXV



Lista de Equacées

N . _ XX
Equacdo 1: Valor médio amostral. X = =
L — ¥)2
Equacéo 2: Desvio padrao amostral. s = F:(x‘—lx)
n —
Xg— X
Equacao 3: Teste de Grubbs. G= 1%
S
=\ 2
X;— X
Equacdo 4: Variancia amostral. 2 = 2(x; n )
n —
Equacdao 5: Teste F de Snedecor- PG = ﬁ
Fisher. s2
Equacdo 6: Teste F de Snedecor- PG = ﬁ
Fisher. s2
Equacao 7: Teste t-student lt] = | X — Xpe f| X ﬂ
S

_\2
Equago 8: Variancia dentro do grupo. s*dentro do grupo = E § (x;j — )" /(h(n — 1))
i

2 — = =\2
Equacdo 9: Variancia entre grupos. $° entre grupos = nZ(xl- —%)?/(h—-1)
T

XXVi



Equacdo 10: Teste de Cochran.

Equacdo 11: Erro relativo.

Equacdo 12: Taxa de recuperacéo

Equacdo 13: Taxa de recuperacéo.

Equacao 14: Z-score.

Equacdo 15: Limite superior de aviso
da carta de controlo de individuos.

Equacao 16: Limite inferior de aviso
da carta de controlo de individuos.

Equacdo 17: Limite superior de
controlo da carta de controlo de
individuos.

Equacdo 18: Limite inferior de
controlo da carta de controlo de
individuos.

Equacéo 19: Limite superior de aviso
da carta de controlo de médias.

XXVii

2
Smax
C

- 21512
|xi—x]-|
E. = ———x 100 (%)
X' —x
R = x 100 (%)
Xadd
R = x 100 (%)
Xefetiva
JZlab_xref
Z — score = ———
d
LSA=x4+2Xs
LIA=x—-—2Xs
LSC=x4+3Xs
LIC=x—-—3Xs
LSA = § 4 2552
=X
Vn



Equacdo 20: Limite inferior de aviso
da carta de controlo de médias.

Equacdo 21: Limite superior de
controlo da carta de controlo de
médias.

Equacdo 22: Limite inferior de
controlo da carta de controlo de
médias.

Equacdo 23: Minimos quadrados.

Equacdo 24: Modelo de regressao
linear.

Equacao 25: Declive do modelo de
regressao linear.

Equacdo 26: Ordenada na origem do
modelo de regressao linear.

Equacdo 27: Desvio padrdao da
ordenada na origem do modelo de
regressao linear.

Equacdo 28: Desvio padrdao do
declive do modelo de regressao
linear.

Equacédo 29: Desvio padrao residual
do modelo de regressao linear.

XXViii

2XS§

LIA=%—
Vn
LSC = 4 258
=X
Vn
_ 3)(537
LIC=%—
Vn

n
Z(Yi — $1)? = minimo
i=1

y=bx+a

it =) — )]

b= Zin=1(xi —X)?2

o [z

Sy /x

Nk

_ 2y — 91)?
Sy/x = n—2



Equacdo 30: Modelo de regressao
linear com incertezas associadas.

Equacdo 31: Modelo de regressao
guadratico.

Equacdo 32: Coeficiente do segundo
grau do modelo de regressao
quadratico.

Equacdo 33: Coeficiente do primeiro
grau do modelo de regressao
guadratico.

Equacdo 34: Ordenada na origem do
modelo de regressao quadratico.

Equacao 35: Valor intermediario para
o calculo dos coeficientes do modelo
de regressao quadratico.

Equacao 36: Valor intermediario para
o calculo dos coeficientes do modelo
de regressao quadratico.

Equacao 37: Valor intermediario para
o calculo dos coeficientes do modelo
de regressao quadratico.

Equacao 38: Valor intermediario para
o calculo do coeficiente de segundo
grau do modelo de regressao
quadratico.

Equacdo 39: Valor intermediario para
o calculo do coeficiente de segundo
grau do modelo de regressao
quadratico.

y = (b+spt)x + (a £ s;,t)

y=cx?+bx+a

c= (Qxy X Qx3) - (szy X Qxx)
(Qx3)2 - (Qxx X Qx4)

Qxy - CQx3

b =
Quex

4= (Zyi—bei—chiz)

XXiX




Equacéo 40: Desvio padréo residual 2 =92
do modelo de regressao quadratico. Syz = n—3

Equacdo 41: Coeficiente  de [ — %) (v — )]
correlacdo do modelo de regressao r= = =
linear. : ® VIEG — D2y — 7)?]
Equac;ao~ 42: Coeficiente Sie MS residual
correlacdo do modelo de regressao r= S ——
quadratico. MS total
quacép 43: Minimos quadrados MS residual = Z(yi — )2
residuais.
Equggéo 44. Minimos quadrados MS total = Z(Yi —9,)2
totais.
|r[vn —2
Equacdo 45: Teste t paraor. t = —
V1 -—r?
x . . 2 2
Equacéo 46: Diferenca de variancias. DS? = (n—2) X (sy/x) —(n—=3)x% (Syz)
DS?
Equacdo 47: Teste de Mandel. PG = 2
(Syz)

. AL

Equacido 48: Sensibilidade. Sensibilidade = —

AC

Equacéo 49: Sensibilidade do modelo

< . Sensibilidade = (2 X c)x + b
de regressao quadratico.



10 % Sy/x

Equacdo 50: Limite de quantificacao. LDQ = 5
Equacéo 51: Coeficiente de variacéo. CV = § x 100 (%)
Egl:zgizb?lﬁaizéficiente de variacédo cv, = STr x 100 (%)
Equacdo 53: Limite de repetibilidade. r. = 2,8 Xs;

Equacdo 54: Limite de repetibilidade

S
) CVr, = 2,8 x — x 100 (%)
relativo. x

t n
Equacdo 55: Desvio padrao de o — (
precisao intermédia, n > 2. Pl t X (n =] Yik =
]:

6 1\
Equacdo 56: Desvio padrao de _ Z 2
precisao intermédia, n = 2. Se1 = |5 L 1 =52)
Equacdo 57: Limite de precisdo CVror = 28 X Ex 100 (%)
intermédia relativo. PI ’ X
Equacdo 58: Coeficiente de variacéo Vo = Spr x 100 (%)
de precisao intermédia. Pl X

Equacdo 59: Desvio padrao de
= /MS
repetibilidade. w

XXXi



Equacdo 60: Desvio padrdo de
precisao intermédia.

Equacdo 61: Desvio padrdo entre
grupos.

Equacéo 62: Bias.

Equacdo 63: Bias relativo.

Equacdo 64: Recuperacdo aparente.

Equacao 65: Incerteza expandida.

Equacdo 66: Concentracdo de
analito.

Equacdo 67: Concentracdo de
analito.

Equacdo 68: Incerteza padrdo
associada a calibracdo do material
volumeétrico.

Equacéo 69: Variacdo do volume do
material volumétrico.

bias = X — Xpef

bi . X — Xref
ias relativo = . x 100 (%)
ref
X
R, = x 100 (%)
Xref
U=u.(y) Xk
Cs X Vg
[Mlem =
Mcy X PCm
Mlem =
T
Umy = ﬁ

AV = +(4 X Vo X 2,1 X 1074)

XXXl



Equacdo 70: Incerteza padréo
associada a diferenca de temperatura
de um  material  volumétrico
relativamente a temperatura de
calibracao.

Equacdo 71: Incerteza padrdo
combinada associada ao volume final
da solucao de calibracao.

Equacdo 72: Incerteza combinada
associada a concentracao de analito.

Equacdo 73: Incerteza padrdo
combinada associada a massa de
reagente.

Equacdo 74: Incerteza padrdo
associada a zona tara da balanca.

Equacdo 75: Incerteza padrao
associada a zona de trabalho da
balanca.

Equacdo 76: Incerteza padrdo
associada a pureza de um reagente.

Equacdo 77: Incerteza combinada
associada a concentracao de analito.

Equacao 78: Incerteza combinada do
método.

Equacdo 79: Incerteza padrao
associada a componente da precisao.

Uycm = \/(qu)z + (ur)z + (uT)Z

o= (2 + () + ()

Um = \/(utara)z + (uZt)2

e.m.a
Utara =( \/3—) )

tara

Ly = (e.\r/ng. a)

7t

0= 00 (G2 + () ()

2 2
uc()’) = \/(u(preciséo)relativa) + (u(justeza)relativa)

Uprecisdo — SPI

XXXili



Equacdo 80: Incerteza relativa
associada a componente da precisao.

Equacdo 81: Incerteza padréo
associada a concentracdo de um
material de referéncia.

Equacdo 82: Incerteza relativa
associada a concentracdo de um
material de referéncia.

Equacdo 83: Desvio padrao relativo
associado a analise de um material
de referéncia.

Equacdo 84: Incerteza relativa
associada a componente da justeza
considerando a analise de um
material de referéncia.

Equacdo 85: Incerteza relativa
associada a componente da justeza
considerando a participacdo em
ensaios interlaboratoriais.

Equacido 86: Raiz quadrada média de
todos os valores de bias relativos.

Equacdo 87: Desvio padrdo robusto
relativo.

Equacdo 88: Desvio padrdo robusto
relativo médio.

Equacdo 89: Incerteza relativa
associada a concentracdo de um
material de referéncia considerado
nos ensaios interlaboratoriais.

U(precisio)relativa — CVpy

UCL — LCL
Ucref = ok
Ucref
U(cref)relativa — Cl\;z x 100 (%)
_ Shias 0
S(bias)relativo = Tiat x 100 (%)
a
U(justeza)relativa —

(bias relativo)? + (

2
S(bias)relativo

u(justeza) relativa

) + (u(Cref)relativa)2
Vn

2
= \/(RMS(bias)relativa)z + (u(Cref)relativa)

X1, (bias relativo)?

RMS(bias)relativa -

NE;
_ Sro 0
S(ro)relativo — m x 100 (A))
a

Zn
i=1 S(ro)relativo

§(ro)relativo = n
EI

§(ro)relativo
U(crefrelativa — — = X 1,253

v

XXXV



Equacdo 90: Valor médio das
populacdes reportadas nos ensaios
interlaboratoriais.

Equacdo 91: Incerteza relativa
associada a componente da justeza
considerando a realizacdao de um
ensaio de recuperacao.

Equacdo 92: Incerteza relativa
associada a concentracéo de analito
adicionada no ensaio de
recuperacao.

Equacdo 93: Incerteza relativa
associada ao volume adicionado no
ensaio de recuperacao.

Equacdo 94: Incerteza relativa
combinada de recuperacao.

Equacdo 95: Massa de teobromina
esperada na extracao.

Equacdo 96: Concentracdo de
teobromina na amostra.

Equacdo 97: Concentracdo de
mercurio na amostra.

2L R

NEg;

ol
Il

u(justeza)relativa

2
= ; ivo)2
- \[(blaS relatlvo) + (u(recuperagéo,c)relativa)

_ Uadd o
u(add)relativa - Xadd x 100 (A))
a

_ Uys 0
Uvolrelativa — V. x 100 (A))
S

U(recuperacio,c)relativo

2
= \/(u(add)relativa)z + (u(Vol)relativa)

mesperada = Mpalzo+esferas + Mtybo+amostra
— Mybo vazio T 100

[Teo]ine X Vg X F

[Teo]amostra = (mg/Kg)
mamostra
[Mercdrio] Massay, b
ercurio] = Massaror pp

XXXV



1. Introducéo

1.1 Enquadramento geral

Até aos dias de hoje, tem-se verificado um aumento acentuado da populacdo mundial, sendo que, de
acordo com a Organizacao das Nacdes Unidas, ja se contavam com 7,6 bilides de pessoas em todo o
mundo em 2017, e, estima-se um valor compreendido entre 8 e 9 bilides de pessoas a meio do presente
século'2 Tal foi possivel devido ndo s6 aos avancos das tecnologias e da medicina, como também a
globalizacdo que fez com que, atualmente, as trocas de alimentos e produtos, principalmente entre
paises desenvolvidos, sejam facilitadas devido a livre circulacdo dos mesmos'. Por este motivo, as
populacdes tém um facil acesso aos produtos e possuem um elevado poder de escolha relativamente as
ofertas no mercado. Contudo, estas trocas comerciais nem sempre se mostraram vantajosas levando,
por exemplo, a ocorréncia de epidemias a nivel mundial e ao aumento da obesidade, devido, em grande
parte, a falta de qualidade dos produtos no mercado:. Sabe-se que, atualmente, cerca de 11 em cada
100 pessoas vivem num ambiente de inseguranca alimentar, isto &, questionam-se acerca da qualidade
e seguranca dos produtos que ingerem diariamente, optando, geralmente, de forma repetida, por
produtos de uma marca que lhes transmita confianca e va ao encontro das suas exigéncias'.

Por este motivo, numa era em que a preocupacao por uma alimentacao consciente é crescente, é
essencial que as empresas ligadas a industria alimentar possam garantir a seguranca dos produtos que
comercializam. Como consequéncia, foram surgindo em todo o0 mundo inimeros laboratérios de ensaio
gue permitem analisar os produtos alimentares de modo a garantir que estes sao de confianca e, como
tal, ndo prejudicam a saude dos consumidores. De modo a avaliar a qualidade dos produtos alimentares,
os laboratdrios devem ter um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) que consiste no conjunto de
procedimentos e responsabilidades que uma empresa ou organizacao implementa de modo a
estabelecer os seus objetivos e recursos para efetuar medicoes corretas’. Quer isto dizer que, a
implementacao de um SGQ garante que existe uma manutencao dos equipamentos, as metodologias
adotadas no laboratdrio séo apropriadas para o objetivo da analise, os materiais e reagentes do
laboratorio sao controlados e o pessoal técnico é competente, gerando, desta forma resultados crediveis’.
Para além disso, os laboratérios também podem ser acreditados o que significa que os métodos utilizados
nos laboratdrios foram devidamente avaliados por entidades de acreditacdo e, como tal, a competéncia
do laboratorio é reconhecida mundialmentes.

Deste modo, em laboratorios acreditados, & possivel determinar os diversos parametros que

caracterizam um produto alimentar, nomeadamente, a presenca de microrganismos ou a quantidade



dos diversos constituintes dos alimentos, geralmente apresentados no rétulo do produto, como o teor de
acidos gordos, de acucares, de proteinas, de metais, entre outros. Assim, espera-se que os resultados
sejam obtidos com uma maior confianca e que, desta forma seja possivel diminuir a inseguranca
alimentar.

Desta forma, o presente trabalho, desenvolvido na empresa ligada a industria alimentar, Silliker
Portugal, S.A., tem como objetivo avaliar o desempenho de duas metodologias utilizadas no laboratério
de ensaio, que permitem quantificar, com um determinado grau de confianca, os niveis de teobromina
e de mercurio em diversos produtos alimentares, recorrendo a duas técnicas de analise: a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espectroscopia atémica, recorrendo ao analisador direto de mercurio

(DMA).

1.2 Empresa Silliker Portugal, S.A.

O estagio iniciado a 16 de setembro de 2019 e finalizado a 16 de junho de 2020 foi realizado nas
instalacdes da empresa Silliker Portugal, S.A. (Figura 1), pertencente ao grupo Merieux NutriSciences.
Sediada no concelho de Vila Nova de Gaia, a empresa Silliker Portugal, S.A. dispdem de diversos servicos
relacionados com o setor agroalimentar, que incluem o controlo analitico dos alimentos, a analise de

aguas e a seguranca e qualidade alimentare.

Figura 1: Silliker Portugal, S.A. Instalacdes da empresa Silliker Portugal, S.A., apresentada como Merieux NutriSciences, no concelho de
Vila Nova de Gaia.

Em julho de 1992, a empresa surge com o nome EGI - Sociedade de Engenharia e Gestao de
Qualidade, Lda., (EGI), capaz de satisfazer as necessidades do mercado da épocac. Contudo, em 1993,

a EGI consegue acreditar o seu laboratdrio, ingressando no Sistema Portugués da Qualidades.



A partir do ano 2000, a empresa passa a dispor de um laboratdrio de Analise Sensorial, capaz de
fazer a avaliacdo do estado fisico, da homogeneidade, do odor e da cor dos alimentoss. Como
consequéncia, verificou-se um crescimento acentuado na empresa, quer a nivel de instalacdes, quer a
nivel de valorizacédo e reconhecimento no mercado.

Assim, em 2008 a multinacional norte-americana Silliker compra a EGI, nascendo a Silliker Portugal,
S.A., que, atualmente se apresenta como Merieux NutriSciences, uma vez que o instituto Merieux, por
sua vez, adquiriu o grupo Sillikere.

Aqui, sao realizadas diariamente centenas de analises em produtos alimentares, sendo que em todas
elas sdo asseguradas a qualidade, seguranca e confianca nos resultados produzidos. Tudo isto é possivel
devido aos inimeros servicos que a Silliker dispdem, nomeadamente, o SGQ, as analises fisico-quimicas,
microbiolodgicas e sensoriais dos alimentos, a consultadoria em rotulagem, as auditorias e, o controlo de
aguas para consumo e aguas residuaist. Por este motivo, as instalacdes da empresa podem ser
repartidas em dois grandes grupos, o laboratorial e o administrativo.

O primeiro, é constituido por quatro laboratorios, nomeadamente, o Laboratério de Ensaios Fisico-
Quimicos, no qual se realizam métodos de ensaio envolvendo a quimica analitica classica, o Laboratério
de Métodos Instrumentais de Analise, onde se realizam procedimentos que envolvem o recurso a técnicas
cromatograficas e espetrofotométricas, o Laboratorio de Microbiologia, onde se realizam ensaios
microbiologicos, e o Laboratério de Andlise Sensorial, mencionado anteriormente e que, atualmente se
encontra localizado nas imediacdes do edificio principal da empresa. O segundo grupo esta relacionado
com a boa gestao financeira da empresa, bem como a garantia da seguranca e qualidade alimentar.

A cooperacao entre os diferentes dominios da empresa e a qualificacdo dos seus colaboradores faz
da Silliker uma empresa de renome a nivel mundial no setor agroalimentar, sendo que, atualmente,
encontra-se representada em 26 paises, contando com mais de 7000 colaboradores distribuidos por
mais de 100 laboratérios acreditados em todo o mundo (Figura 2)c. De realcar que os laboratorios Silliker
sao acreditados de acordo com a norma ISO 17025:2005 Requisitos gerais de competéncia para
laboratorios de ensaio e calibracdo. Contudo, foi lancada uma nova versao deste documento normativo
em 2018 (ISO 17025:2018 Requisitos gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e calibracao)

e o laboratério encontra-se, atualmente, em fase de transicao.



Figura 2: Laboratdrios Silliker, S.A a nivel mundial. Distribuicdo dos laboratorios Silliker, S.A, em todo o mundo. Adaptada da pagina
www.merieuxnutrisciences.com/pt/silliker-portugale.

1.3 Acreditacao e certificacdo de laboratérios de ensaios e calibracdo

Ao longo dos primeiros setenta anos do século passado, a populacdo mundial interessava-se,
principalmente, pela quantidade de alimentos que tinha disponivel para o consumo e também pelo
aspeto fisico que estes apresentavam, todavia era pouca a importancia dada a composicao quimica e
microbiologica dos mesmos’. Contudo, nas ultimas cinco décadas, com o crescimento da populacao
mundial e alteracdo do seu estilo de vida, surgiu a necessidade de aumentar a produtividade e
diversidade dos alimentos produzidos juntamente com uma melhoria na facilidade de obtencdo dos
mesmos. Tal foi conseguido devido aos avancos tecnologicos e a livre circulacao de alimentos e de trocas
comerciais entre paisest®. Desta forma, a alimentacao da populacéo sofreu diversas alteracdes, tornando-
se mais diversificada e consciente®. Como consequéncia, verificou-se um aumento da competitividade
entre os diferentes produtores no mercado, especialmente devida a introducao de novos produtos
semelhantes aos existentes, mas a precos mais acessiveis no mercado®.

Por este motivo, dadas as exigéncias do mercado e o poder de escolha do consumidor, nunca foi tao
importante garantir a qualidade, seguranca e confianca nos produtos confecionados.

A Organizacao Internacional de Normalizacao (ISO), que consiste numa organizacdo mundial de
organismos de normalizacao que elabora os documentos que fornecem requisitos, especificacoes,
diretrizes ou caracteristicas que podem ser usadas para assegurar que os materiais, produtos, processos
e servicos sao adequados para o objetivo a que se destinam, define qualidade numa das suas normas
(ISO 9000:2015 Sistemas de gestao da qualidade. Fundamentos e vocabulario) como sendo “o grau de
satisfacdo de requisitos dado por um conjunto de caracteristicas intrinsecas de um objeto”*. Aplicando
este conceito na industria alimentar, a qualidade de um produto esta dependente das caracteristicas

fisicas do mesmo como a cor, a forma, a aparéncia, o sabor, o cheiro, entre outras, mas também outras
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caracteristicas externas do produto como a marca ou a origem, e, portanto, entende-se que um produto
tem qualidade se tiver competéncia para responder as exigéncias de um cliente, garantindo, desta forma,
que este volta a compra-lo®.

Como foi referido anteriormente, atualmente, a qualidade dos produtos e confianca nos resultados
produzidos é assegurada pela existéncia de laboratorios de analise e controlo de qualidade alimentar
sendo que, s6 em Portugal existem sessenta e cinco laboratorios acreditados pelo Instituto Portugués da
Acreditacao (IPAC):. De acordo com a mesma instituicdo, a acreditacdo de um laboratorio envolve uma
avaliacdo dos métodos utilizados no mesmo de modo a confirmar que estes sdo adequados para o
objetivo pretendido. Deste modo, é possivel demonstrar de uma forma eficiente a competéncia do
laboratdrio a nivel mundials. A norma mais utilizada para a acreditacao de laboratorios de ensaio e de
calibracdo é a ISO 17025¢. A esta norma internacional foi dado o estatuto de norma europeia (EN) e, em
2005, o estatuto de norma portuguesa (NP), sendo que a traducéo foi da responsabilidade do Instituto
Portugués da Qualidade, passando a ser designada como NP EN I1SO 17025:2005:.

0 grau de extensao de acreditacdo de um laboratorio vai ao encontro das exigéncias do mesmo, sendo
gue, a estes laboratérios pode ser permitido adicionar novas praticas na sua extensao de acreditacao
com base nas suas proprias validacdes, sem a avaliacdo de um organismo nacional de acreditacao,
antes de obter resultados gerados no decorrer dessa pratica®*. Quando isto acontece, diz-se que o
laboratorio possui uma acreditacao flexivel global. Assim, quando um laboratério possui este tipo de
acreditacao, pode fazer alteracées no método relativamente a diversos aspetos, como por exemplo,
estender a acreditacdo do método para novas matrizes ou analitos e alterar os parametros de
desempenho do método, como a incerteza ou a gama de trabalho. Para além disso, também lhe ¢
permitido adotar novos métodos que possuam caracteristicas semelhantes ao abrangido pela
acreditacao®. Contudo, é de realcar que nao é permitida a introducao de novos métodos de analise que
nao se encontrem abrangidos no ambito da acreditacdo. Em Portugal, cabe ao IPAC fazer o
reconhecimento dos laboratérios nacionais através da prestacdo de servicos de acreditacao,
nomeadamente, em laboratorios de ensaio e calibracao, clinicos, organismos de inspecao, entre outros.
S&do inumeras as vantagens ao adquirir uma acreditacao flexivel global, tanto para o organismo de
acreditacdo, como para o laboratorio. Para o primeiro, permite reduzir o trabalho administrativo e
possibilita diminuir o numero de inspecdes necessarias para ampliar ou modificar a extensdo da
acreditacdo de um laboratério. Para o segundo, permite que este possa adequar e aplicar os seus

meétodos em resposta a aquisicao de novos produtos, tecnologias, entre outros, de uma forma imediatats.



Para além de acreditados, os laboratérios também podem ser certificados, isto &, a certificacdo de
um laboratério requer a confirmacdo de que o SGQ em vigor no laboratorio estd completamente
implementado e em conformidade com os requisitos de um documento normativo, geralmente a norma
NP EN ISO 9001:2015 Sistemas de Gestdo da Qualidade. Requisitos*?. De acordo com esta norma, as
principais vantagens para uma entidade ao implementar um SGQ sao o facto de permitir um melhor
desempenho na prestacao de servicos de acordo com as necessidades dos clientes e, como
consequéncia, um aumento na satisfacdo dos mesmos?.

Contudo, ¢ de realcar que um laboratério acreditado de acordo com a NP EN ISO 17025:2005
funciona, igualmente, de acordo com a NP EN ISO 9001:2015, isto é, admite-se que um laboratério
acreditado pela NP EN ISO 17025:2005 tem implementado um SGQ para as atividades de ensaio e
calibracdo que cumpre com os requisitos descritos na NP EN ISO 9001:2015, nao sendo necessaria a
certificacdo desse laboratorio®.

Por estes motivos, num ambiente cada vez mais complexo e dinamico, a acreditacao e certificacao
dos laboratdrios constituem um meio importante para o aumento da fiabilidade internacional do
laboratério e, para uma maior garantia de qualidade dos produtos no mercado. Por este motivo, os

produtores recorrem preferencialmente a laboratérios acreditados para caracterizar os seus produtos.

1.4 Validacao e verificacao de métodos analiticos

Para além do reconhecimento internacional do laboratério, € importante que os métodos utilizados
no mesmo sejam apropriados para solucionar o problema analitico proposto pelo cliente. Esta descrito
na NP EN ISO 17025:2005 que os métodos de ensaio usados em laboratdrios acreditados devem ser
normalizados, isto &, os métodos a serem utilizados pelo laboratério devem, numa fase inicial, ser
devidamente validados, e, posteriormente, sujeitos a uma avaliacao periddica, de modo a serem
reconhecidos pela comunidade laboratorial nacional ou internacional®®. A validacdo de um método de
ensaio, de acordo com o mesmo documento normativo, consiste na obtencdo de evidéncias objetivas
gue confirmam que esse método cumpre 0s requisitos especificos para uma determinada finalidade, isto
é, a validacdo permite obter evidéncias acerca das principais capacidades e limitacdes do método quando
este é aplicado em condicdes de rotinas®.

Desta forma, a validacdo de métodos de ensaio & importante para caracterizar o método, bem como
0 seu campo de aplicacao, ja que, diariamente, sdo efetuadas inumeras medicdes analiticas a nivel global
e 0s laboratérios devem ter competéncia para determinar o resultado correto de uma analise e serem

capazes de demostrar que este resultado é correto®.



Deste modo, os laboratdrios podem adotar métodos normalizados descritos pelas entidades
competentes de normalizacdo, sem ser necessario validar os mesmos. Porém, o desempenho destes
métodos deve ser verificado, isto é, devem obter-se evidéncias de que o método consegue reproduzir os
requisitos especificos definidos aquando a sua validacao®.

Em alternativa, o laboratorio também pode adotar métodos nao normativos descritos na literatura,
desenvolver os seus préprios métodos, utilizar métodos normalizados, mas que foram utilizados fora do
ambito para o qual foram desenvolvidos ou modificar um método normalizado. Contudo, quando tal
acontece, estes métodos devem ser devidamente validados, de modo a demonstrar que sao apropriados
para o uso pretendido®. Para além disso, estes métodos também devem ser verificados regularmente.

Em suma, métodos normalizados sdo métodos que ja foram devidamente validados e apenas
precisam de ser verificados periodicamente, enquanto métodos ndo normalizados precisam de ser
validados para poderem ser utilizados em laboratérios acreditados, passando a ser designados por

métodos acreditados.

1.5 Ferramentas usadas na validacao e verificacdo de métodos analiticos

Na validacdo e verificacdo de métodos analiticos sao necessarias determinadas ferramentas de
validacdo que se encontram inseridas nas acdes de controlo de qualidade interno (CQI) e controlo de
qualidade externo (CQE) de um laboratdrio, que por sua vez fazem parte do SGQ. O CQI depende apenas
da vontade do laboratdrio e é referente aos procedimentos que este pode adotar de modo a monitorizar
de forma continua os resultados das medicdes e avaliar se estes estdo corretos*». Este tipo de
ferramentas incluem os materiais de referéncia internos, os brancos de reagente, as solucdes padrao,
0s ensaios de recuperacao, a analise de amostras em duplicado, a elaboracao de cartas de controlo e a
realizacao de testes estatisticos*». O CQE consiste nos procedimentos adotados pelo laboratorio mas
cuja implementacado depende de um organismo externo ao laboratério que podem ser empregues para
0 mesmo propésito do CQI=», Aqui incluem-se a participacao em ensaios de comparacao interlaboratorial
e a utilizacao de materiais de referéncia e de materiais de referéncia certificados?.

No seu conjunto, estas ferramentas permitem avaliar os parametros de desempenho de um método
analitico e, garantir, com um determinado nivel de confianca, que o resultado obtido & proveniente

apenas do objeto de analise.



1.5.1 Testes estatisticos

O objetivo de uma analise quimica passa, numa primeira instancia, por definir o proposito da analise,
isto &, questionar se é suficiente avaliar se o objeto em estudo se encontra presente numa certa amostra,
procedendo, deste modo a uma analise qualitativa, ou, se € necessario determinar a concentracao, com
um certo nivel de confianca, desse mesmo objeto na amostraz. Quando isto acontece, diz-se que se
procede a uma analise quantitativaz.

Contudo, é de realcar que os resultados gerados aquando a realizacdo destas analises estdo, afetados
por erros, denominados por erros sistematicos, caso influenciem a proximidade entre os resultados
gerados e o resultado considerado como verdadeiro, e por erros aleatdrios se afetarem a dispersao dos
resultados obtidos?. Geralmente, o resultado apresentado para uma analise ndo deve ser um resultado
individual, mas sim, um valor médio do conjunto dos resultados obtidos numa série de medicoes, dado
na forma de média aritmética ou valor médio amostral (x), que se define como a razdo entre o somatorio

de todos os resultados individuais obtidos (x) e o numero de medicdes (n) efetuadas (Equacao 1)=:

XX

n

X = (Equacéo 1)

E de realcar que se o valor médio amostral de uma medicio se aproxima do valor tido como
verdadeiro, nao implica, necessariamente, a auséncia de erros na medicdo, apenas que nao existem
evidéncias da ocorréncia de erros sistematicos. Por este motivo, a indicacdo exclusiva deste valor ndo
permite inferir se os resultados se encontram dispersos, e, deste modo, concluir acerca da existéncia de
erros aleatorios?. Assim, é necessario analisar os resultados individuais para avaliar o quao afastados se
encontram do valor médio amostral determinado®.

Enquanto a influéncia dos erros sistematicos pode ser calculada sob a forma do bias da medicéo, a
influéncia dos erros aleatdrios é avaliada através do calculo do desvio padrdo amostral (s), dado por

(Equacdo 2):

(Equacao 2)

sendo que todas as grandezas foram anteriormente definidasz.
De salientar que quando se considera o X e 0 s, admite-se que os resultados sao referentes a uma

amostra recolhida de uma dada populacado. Quando se pretende referir o valor médio da populacdo da
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qual foi retirada a amostra, deve representar-se este termo na forma de valor médio populacional (u),
sendo que, a este valor se encontra associado um desvio padrdo populacional (o). Contudo, como se
admite que a amostra retirada é representativa, foram realizados n ensaios consideraveis, e, ndo estdo
evidenciados erros sistematicos, na pratica, assume-se que o valor de u pode ser estimado a partir do
X, assim como, o valor de o pode ser estimado a partir de s2.

Apesar de o s avaliar a dispersao dos resultados em torno de X, esta medida descritiva ndo consegue
elucidar a forma da distribuicdo dos mesmos, sendo tal explicado por uma distribuicdo de
probabilidades. Embora sejam ja conhecidas diversas distribuicdes de probabilidades da literatura, a
distribuicao normal é aquela que geralmente € mais observada em resultados de diversos procedimentos
estatisticos.

Quando ndo se consegue recolher um nimero significativo de replicados da amostra, os resultados
comecam a desviar-se da distribuicao normal, passando a seguir uma distribuicao t-student. Esta
distribuicao distingue-se da distribuicao normal dado que a cauda da curva é mais alongada, como

representado na Figura 3=,

4o 4 Distribuicdo normal

. Distribuicao t-student
.

Figura 3: Distribuicdo normal vs distribuicdo #student considerando 5 observagdes Comparacao da forma das curvas de uma distribuicao
normal e de uma distribuicdo t-sfudentpara o mesmo nuimero de observacdes (n = 5). Adaptada de Whitley ef af-.

Para além disso, sabe-se que a medida que o valor de n aumenta, a distribuicao t-student aproxima-
se da distribuicao normal até que ndo seja possivel distinguir as duas distribuicdes, como ilustrado na

Figura 4=



Distribuicao normal

Distribuicéo t-student

Figura 4: Distribuicao normal vs distribuicao £studentconsiderando 19 observagdes. Comparacéo da forma das curvas de uma distribuicéo
normal e de uma distribuicao t-studentpara o mesmo numero de observagdes (n = 19). Adaptada de Whitley et a.

Assim, admitindo a distribuicdo normal ou t-sfudent para os resultados obtidos, € possivel fazer
inferéncias estatisticas para a populacdo com base em amostras recorrendo a testes estatisticos. Estes
testes consistem em procedimentos estatisticos, nos quais, em primeiro lugar, se devem formular duas
hipoteses, denominadas hipotese nula (Ho) e hipdtese alternativa (H:). A primeira representa sempre uma
igualdade e a segunda refuta o formulado na H.2. De um modo geral, o objetivo destes testes passa por
avaliar se a H. deve ser rejeitada ou nao rejeitada para um determinado proposito. E de realcar que o
facto de a Ho ndo ser rejeitada ndo implica que esta seja verdadeira, apenas nao foram obtidas evidéncias
de que seja falsaz.

De seguida, varios testes estatisticos relevantes ao objetivo do presente estudo serdo apresentados.
O primeiro destes testes é o teste de Grubbs que permite detetar se algum valor experimental deve ser

rejeitado, por se encontrar mais desviado de todos os outros, o que contribui para um maior valor de s.

1.5.1.1 Teste de Grubbs

Quando se termina uma analise quantitativa, é importante definir quais dos valores obtidos fornecem
efetivamente informacéao relevante acerca do objeto em estudo e, quais podem ser desprezados. O teste
estatistico mais vulgarmente empregue para eliminar um valor suspeito obtido na realizacdo de um
método de ensaio e, recomendado pela NP EN ISO 17025:2005 ¢é o teste de Grubbs, assumindo que os
resultados seguem uma distribuicdo normal=#. Este teste permite determinar o quao desviado se
encontra um valor suspeito (x) do X obtido na medicao, tendo em consideracao o s da mesma, incluindo
o valor suspeito em ambos os calculos®. Consideram-se suspeitos os valores extremos da medicao, isto
é, 0 maior e o0 menor valores obtidos aquando a realizacao da analise.

Neste teste, a Ho é definida como “néo existem diferencas significativas entre o valor suspeito e os
outros valores obtidos na medicdo”, o que por outras palavras se traduz como H.. X = x e, a partir da

Equacéo 3 calcula-se o valor de G=:

10



|xs — %

G (Equacdo 3)

S
De seguida, compara-se o valor de G calculado com o valor de G indicado na tabela de Grubbs para
n observacdes, incluindo o suspeito, e para a probabilidade de 95 %. Caso o valor de G calculado seja
inferior ao valor de G tabelado, a Ho ndo é rejeitada, o que indica que o valor suspeito ndo difere
significativamente dos restantes, e, como tal, ndo deve ser desprezado?.
Este teste deve ser sempre efetuado na validacdo ou verificacdo de métodos analiticos, quando se

realiza uma analise em replicado, como por exemplo, para determinar a precisao do método.

1.5.1.2 Teste F de Snedecor-Fisher

0 teste F de Snedecor-Fisher ¢ um teste estatistico amplamente usado para determinar a componente
dos erros aleatorios de um conjunto de medicbes obtido pelo mesmo métodoz. Para avaliar esta
componente, neste teste utiliza-se a variancia amostral (s?) que se define como o quadrado do s (Equacdo

4):

$2 = X (x; — X)?

(Equacéo 4)
n—1

Neste teste, define-se como H. que “a variancia dos resultados do primeiro conjunto de medi¢des (s:?)
nado difere estatisticamente da variancia dos resultados do segundo conjunto de medicdes (s)", o que
significa que, Ho: s = s e, posteriormente, determina-se a razao entre as variancias (PG) de modo a
que o resultado seja um valor superior a 1, ou seja, a maior sz deve ser colocada no numerador (Equacdes

5e6)x.

2
S
PG = S—; , S€ S2 > S7 (Equagao 5)
2
2
S2
PG = 2 %es > 52 (Equagio 6)
1

Por fim, compara-se este resultado com o valor indicado na tabela F two-side tailed para n-1 graus de
liberdade (G.L) no numerador e no denominador e 95 % de confianca. Se o valor de PG for inferior ao
valor de F tabelado, entdo néo se rejeita a Ho, logo as variancias dos dois conjuntos de medicao nao sao
estatisticamente diferentes.
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Este teste é especialmente importante para avaliar um dos parametros de desempenho de um método

que esteja a ser validado ou verificado, como a gama de trabalho.

1.5.1.3 Teste t

Como referido anteriormente, é importante tentar eliminar os erros sistematicos quando se realiza
uma analise quimica, de modo a que o resultado obtido possa ser tido como verdadeiro quando
comparado com um valor de referéncia (x.), sendo que, geralmente o resultado obtido é representado
na forma de X para uma série de medicdes. Contudo, por vezes estes valores nem sempre se
aproximam devido a ocorréncia de erros aleatorios aquando a realizacdo da analise, pelo que é
importante definir se a diferenca entre estes dois valores é estatisticamente significativa ou nao, ou seja,
é necessario determinar, com um certo grau de confianca, se os dois resultados diferem um do outro2.
Para tal, pode realizar-se um teste estatistico denominado teste £sfudentou simplesmente teste t%. Neste
teste, a Ho € definida como “o x nao difere significativamente do x.”, por outras palavras, Ho: X = x.. De
seguida, aplica-se o teste t para comparacdo de um valor médio com um valor verdadeiro, dado por

(Equacdo 7):

Vn

[t] =[x — xpefl X Y (Equagéo 7)

Por fim, compara-se o valor de t calculado com o valor de t obtido da tabela tsfudentpara n-1 G.L e
95 % de confianca. Se o valor de t calculado for inferior ao valor de t tabelado, nao se rejeita a Ho logo,
os dois valores nao diferem significativamente, o que implica que nao existem evidéncias da ocorréncia
de erros sistematicos e os desvios que ocorreram no resultado sao devidos a presenca de erros aleatérios
na medicao?.

Este teste € amplamente aplicado para calcular a justeza de um método quando se procede a sua

validacao ou verificacao, como sera aprofundado posteriormente.

1.5.1.4 Andlise de variancias de fator unico

Como foi referido anteriormente, quando se pretende determinar a homogeneidade de variancias de
dois conjuntos de resultados independentes pode realizar-se um teste F de Snedecor-Fisher. Contudo,
na pratica, geralmente o objetivo de uma medicédo analitica passa pela comparacéo de mais do que dois

conjuntos de resultados e, neste caso, este teste ja ndo pode ser empregue?. Quando tal acontece, o
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teste estatistico mais usualmente utilizado é a analise de variancias (ANOVA) de fator Unico, admitindo a
normalidade dos resultados?.

Este teste permite fazer a comparacdo das variancias de trés ou mais conjuntos de ensaios, realizados
em replicado, considerando apenas a variacdo de um sé fator. Assim, neste caso, a Ho é dada por “néo
existem diferencas significativas entre as variancias dos diversos ensaios”, o que significa que Ho: s =
s2 = ... =S2 em que h corresponde ao niumero de ensaios realizados#. A concretizacdo desta condicdo
implica que nao existem diferencas significativas na variancia dos resultados dentro de cada ensaio e,
por este motivo, quando se realiza o teste da ANOVA de fator Unico, realizam-se simultaneamente duas
comparacdes, uma comparacao “dentro do grupo” que, envolve a determinacdo da variancia dos
resultados obtidos dentro de cada ensaio, separadamente, e uma comparacao “entre grupos” que
permite avaliar a homogeneidade das variancias entre os diferentes grupos tendo em consideracao todos
os valores obtidos nos diferentes ensaiosz. Por este motivo, a Ho também pode ser definida como “nao
existem diferencas significativas entre as variancias dentro do grupo (s dentro do grupo) e entre grupos
(s? entre grupos), o que por outras palavras se traduz, Ho: s? dentro do grupo = s2 entre grupos.

Para realizar a comparacao “dentro do grupo” e calcular a s? dentro do grupo, determinam-se, numa
primeira instancia, as variancias dos resultados obtidos em cada ensaio, individualmente, dada pela
Equacao 4. De seguida, o valor da s? dentro do grupo pode ser determinado, efetuando o valor médio
das variancias calculadas anteriormente, recorrendo a Equacgao 1. Por este motivo, para calcular a s

dentro do grupo, pode recorrer-se a formula generalizada (Equacgao 8), dada por2:

1

s2dentro do grupo = Z (xl.j - Jgl.)z/(h(n - 1) (Equacéo 8)
j

onde x; corresponde a cada valor dos replicados obtidos no mesmo ensaio, X; equivale ao valor médio
dos replicados obtidos no mesmo ensaio, h é referente ao numero de ensaios realizados (grupos) e n
corresponde ao numero de replicados efetuados por ensaio.

Esta equacao ¢é vulgarmente conhecida como quadrado médio dentro do grupo (MSw) uma vez que
relaciona a razéo entre a soma dos termos quadraticos dentro do grupo (SSw) e o0 numero de G.L, sendo
gue este é dado o h(n-1).

Para realizar a comparacao “entre grupos” e calcular a s? entre grupos, pode recorrer-se a seguinte

expressao (Equacao 9)x:
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s? entre grupos = HZ(fi -X%)?/(h—1) (Equaco 9)
i

onde X;, n e h foram anteriormente definidos e, X corresponde ao valor médio de todos os X;. Neste
caso, o numero de G.L equivale a h-1. Esta equacao é vulgarmente conhecida como quadrado médio
entre grupos (MS:) e tem em consideracéo termos quadraticos entre grupos (SS:) € o numero de G.L2.

De seguida, calcula-se a razdo entre as duas variancias e compara-se o valor obtido com o valor
tabelado na tabela F one-tailed test para h-1 G.L no numerador e h(n-1) G.L no denominador, e 95 % de
confianca. Se a Ho ndo for rejeitada, nao existem evidéncias de que as variancias dentro dos grupos e
entre grupos sejam significativamente diferentes, o que implica que nao existem diferencas significativas
nas variancias dos ensaios efetuados?.

Na Tabela 1 encontram-se resumidas as informacdes que podem ser obtidas através da realizacdo
de um teste de ANOVA de fator unico, considerando as variaveis anteriormente descritas.

Este teste estatistico pode ser empregue na validacao e verificacdo de métodos analiticos para

determinar a repetibilidade e a precisao intermédia do método, simultaneamente.

Tabela 1: InformacGes retiradas da analise de variancias de fator tinico (ANOVA). Informactes referentes aos pardametros que podem ser
determinados na realizagdo de um teste de ANOVA de fator Unico, nomeadamente as somas dos quadrados (SS) e os quadrados médios
(MS).

Fontes de variacéo SS Graus de Liberdade MS
= \2 SS
SSw = ZZ(’CH - %) h(n-1 MS,, = ———
Dentro dos grupos o (n—-1) v =D
- R ss
Entre grupos SSp = nZ(xi —X) h—1 MS,, = b
- h—-1
Total SSp =SSy, + SSy, (hxn)—1 .

1.5.1.5 Teste de Cochran

Outro teste estatistico que permite avaliar a homogeneidade das variancias de um conjunto de
resultados é o teste de Cochran#. Tal como no teste da ANOVA, este teste implica a realizacao de mais
do que um conjunto de ensaios (h), envolvendo replicados (n), e, a determinacado da variancia dos
resultados para cada um dos ensaios, separadamente, de acordo com a Equacéo 4. Através da aplicacao
deste teste, é possivel desprezar o ensaio que tem maior influéncia na ndao homogeneidade das variancias
envolvendo todos os ensaios realizados e, por este motivo, & usualmente empregue enquanto teste de
rejeicdo de ensaios quando se realiza uma ANOVA=, Deste modo, a Ho é definida como “nao existem

diferencas significativas entre as variancias entre grupos de ensaios (s?)”, o que por outras palavras
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significa, Ho: 52 = sv2=...= si2. Para testar esta hipotese, calcula-se a razdo entre a maior variancia (S?) €

0 somatdrio de todas as outras, como ilustrado na Equacédo 10%:

2
Smax
C

i 512

(Equacao 10)

De seguida, compara-se o valor de C calculado com o valor de C definido na tabela de Cochran, para
n G.L no numerador e h G.L no denominador. Se o valor de C calculado for inferior ao valor de C tabelado,
a Ho ndo é rejeitada o que significa que n&o existem evidéncias de que as variancias de todos os ensaios
diferem significativamente, e, como tal, o ensaio com maior variancia nao deve ser desprezadoz.

Este teste pode ser utilizado na validacdo de um método analitico para avaliar se alguma matriz

considerada no estudo da repetibilidade deve ser rejeitada.

1.5.1.6 Erro relativo
O erro relativo (E) consiste numa medida estatistica que permite avaliar o afastamento relativo entre

dois resultados (x e x) considerando a diferenca entre eles e o seu valor médio, ou seja (Equacao 11):

E, = |x; — %]

% 100 (%) (Equacggo 11)

1.5.2 Materiais de referéncia e materiais de referéncia certificados

Outras ferramentas necessarias para a validacao e verificacao de métodos analiticos sao os materiais
de referéncia (MRs). Estes consistem num material com uma ou mais propriedades bem definidas que,
devido a sua elevada homogeneidade e estabilidade, podem ser usados enquanto ferramentas de
validacao para realizar a calibracdo de equipamentos e avaliar o desempenho de métodos de analise®,
Quer isto dizer que, um MR deve ser suficientemente estavel, representativo e homogéneo, relativamente
a determinadas propriedades, com uma composicao quimica bem definida e conhecida, podendo ser
tanto um reagente do laboratério com grau de pureza conhecida, como produtos quimicos obtidos
industrialmente®. Por este motivo, a utilizacdo de um MR enquanto ferramenta de analise permite ao
laboratorio verificar o desempenho de um equipamento, de um analista e de um procedimento, uma vez
gue a concordancia entre o valor obtido aquando a realizacdo da analise e o valor conhecido como
verdadeiro permite inferir que o método selecionado é adequado para a analise, o equipamento e 0s

reagentes utilizados para a preparacao da amostra estdo em condicoes adequadas e, o operador realizou
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0 seu trabalho de forma correta®. Se existir qualquer desvio entre o valor obtido e o valor de referéncia
existem evidéncias de que ocorreram erros durante o decorrer da analise e, como consequéncia, deve
efetuar-se um estudo pormenorizado para os detetar e eliminar.

Os materiais de referéncia também podem ser certificados (MRC), isto &, materiais cujos valores de
uma ou mais propriedades foram certificados por um processo tecnicamente valido, sendo emitido um
certificado (ou outro documento) por uma entidade de certificacdo®=. Isto significa que um MRC deve,
tal como um MR, manter as suas propriedades estaveis e homogéneas®». Contudo, este material
encontra-se acompanhado de documentacéo emitida por uma entidade qualificada, que evidencia, nao
sO os valores de uma ou mais propriedades, como também, a respetiva incerteza associada e uma
declaracao da sua rastreabilidade metrologica®®.

A rastreabilidade metrologica de um MR, de acordo com a literatura, define-se como “a propriedade
de um resultado de medicao ou o valor de um padrao, através da qual este pode ser relacionado com
valores de referéncia declarados, geralmente padrdes de caracter nacional ou internacional, devido a
existéncia de uma cadeia documentada de calibracdes, cada qual contendo uma incerteza declarada”=,
Quer isto dizer que, a utilizacdo de um MR rastreavel a um padrdo primario, isto &, um padrao certificado
por uma entidade internacional competente, permite fazer a comparacao entre resultados obtidos em
qualquer parte do mundo, tendo em consideracao a hierarquia de calibracoes. Esta hierarquia admite
que o padrao primario é aquele que apresenta menor incerteza associada e, que os restantes MRs e
MRCs possam ser rastredveis a este®.

Em determinadas situacoes, a aquisicao de MRCs e MRs pode nao ser do interesse dos laboratorios
de ensaio dado que estes sao bastante dispendiosos e ndo conseguem representar de forma significativa
todas as matrizes de interesse do laboratorio. Quando tal acontece, pode ser produzido um material de
referéncia interno (MRI), isto €, um MR que foi desenvolvido no préprio laboratorio e que, para além de
manter as suas condicOes de estabilidade e de homogeneidade, deve também ser rastreavel a padroes
primarios ou secundarios®. O laboratério deve estabelecer as propriedades destes materiais através da
Sua caracterizacao recorrendo a um meétodo apropriado e devidamente validado para que este possa ser
considerado um MRI>,

Desta forma, os MRCs, MRs e MRIs constituem uma importante ferramenta na determinacao de
muitas propriedades relacionadas com a qualidade de uma medicdo e sdo usados na validacao e

verificacdo de métodos, nomeadamente na determinacéo da estimativa da incerteza do método.
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1.5.3 Ensaios de recuperacao

Os ensaios de recuperacdo consistem em ensaios nos quais o analito em estudo, ou outro possivel
objeto de estudo, como um interferente, foi propositadamente adicionado a um material, como uma
amostra ou, uma solucédo padrao que ja pode, ou nao, conter o analito®.

A fortificacdo de um material pode ser realizada de duas formas distintas. A primeira consiste na
adicao de um pequeno volume de uma solucao padrao contendo o objeto de estudo em elevada
concentracao e, a segunda envolve a adicdo de um maior volume de uma solucao padrdao contendo o
mesmo objeto em baixa concentracdo. Porém, é de realcar que, uma vez que estes materiais podem ja
conter o analito em estudo, é necessario adotar certas medidas para garantir que a fortificacdo nao altera
a concentracdo de analito para valores superiores ao definido na gama de trabalho do método®.

E de destacar que quando se fortifica uma solucdo padrdo, esta pode ndo representar de forma
significativa a matriz natural onde o analito se encontra, pelo que a sua quantificacédo é mais favoravel
devido a ligacado entre o analito e o padrao ser mais fraca e, como consequéncia, espera-se que o bias
obtido para a medicao seja subestimado®.

Na pratica, a realizacdo de um ensaio de recuperacdo envolve a medicdo de replicados de uma
mesma amostra, seguida do célculo do X, de acordo com a Equacgao 1. De seguida, fortifica-se a amostra
com uma solucdo padrdo com uma determinada concentracdo (%), tendo em conta as condicdes
referidas anteriormente. Posteriormente, realiza-se novamente a medicdo dos replicados pelo mesmo
método de analise, determinando-se o valor médio da amostra fortificada (x'). A taxa de recuperacéo (R)

do ensaio pode ser calculada recorrendo a Equagéo 12 dada por:

=

X —X
R=——x100 (%) (Equacdo 12)
Xadd
ou, em alternativa, & Equacéo 13:
f’
R=—%100 (%) (Equagéo 13)
Xefetiva

onde X corresponde a concentracao de analito determinada na amostra que resulta da fortificacéo e
cuja determinacao esta relacionada com o procedimento analitico®.
Idealmente, a R deve ser igual a 100 %, contudo sabe-se que este valor estd dependente da

concentracao de analito na amostra e do método de ensaio utilizado, pelo que se deve realizar um ensaio
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de recuperacao em trés niveis de concentracao da gama de trabalho, sendo da responsabilidade do
laboratorio definir a gama de R admissivel para cada uma delas®.
Estes ensaios sao de extrema importancia quando se avalia, por exemplo, a seletividade de um

método durante a sua validacdo ou verificacéo.

1.5.4 Ensaios de comparacao interlaboratorial

Como supracitado, a certificacdo de um laboratdrio passa pelo reconhecimento de que este possui
um SGQ dos resultados obtidos. Deste modo, um laboratério pode seguir dois procedimentos para
garantir este controlo, designados por CQI e CQE*. Uma das formas que o laboratério tem para garantir
o CQE ¢é através da participacdo em ensaios interlaboratoriais, que, de acordo com a norma ISO
17043:2010 Conformity assessment - General requirements for proficiency testing consistem na
“organizacdo, desempenho e avaliacdo de ensaios realizados num mesmo material, ou materiais
semelhantes, por dois ou mais laboratorios de acordo com as condicdes pré-definidas”=. Quer isto dizer
gue este tipo de ensaios requer a participacao de diversos laboratérios para avaliar um determinado
item, de modo a que os resultados obtidos possam ser comparados.

Os ensaios de comparacdo interlaboratorial podem ter diversas classificacdes de acordo com o
objetivo pretendido, sendo que, através destes ensaios é possivel avaliar as caracteristicas de materiais,
estudar o desempenho de métodos analiticos e, estimar a competéncia e o desempenho do laboratorio
e dos seus analistas®. Assim, para responder ao primeiro objetivo, pode realizar-se um ensaio
interlaboratorial de certificacao, o qual permite atribuir um valor de referéncia de um parametro com a
respetiva incerteza associada a uma amostra candidata a MR. Definidas as caracteristicas desta amostra
tendo em consideracao os resultados obtidos no ensaio, esta pode ser utilizada enquanto MR. Contudo,
é de realcar que s6 podem participar neste tipo de ensaios laboratorios de referéncia, e 0 método utilizado
por estes laboratorios deve assegurar que o parametro em estudo é determinado com a menor incerteza
possivel.

De modo a avaliar as caracteristicas de um método analitico através da caracterizacao de
determinados parametros de desempenho, pode realizar-se um ensaio colaborativo ou de normalizacdo®.
Neste ensaio, todos os laboratorios participantes utilizam o mesmo método de analise numa série de
amostras iguais ou idénticas, que apresentam a sua composicao e caracteristicas bem definidas, como
um MR, e que mimetizam as amostras a usar em analises de rotina®. Este ensaio interlaboratorial é de
extrema importancia na determinacao de parametros como a precisdo e a justeza de um método de

ensaio.
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Por ultimo, se o objetivo da participacdo num ensaio interlaboratorial passa pela avaliacao do
desempenho do laboratério pode recorrer-se a um ensaio interlaboratorial de aptidao, sendo que, em
alguns paises a participacdo nestes ensaios € condicdo obrigatdria para obter a acreditacdo do
laboratdrio®. Neste tipo de ensaio, os laboratdrios participantes analisam um ou mais materiais idénticos,
que foram fornecidos pela entidade organizadora, através de um método escolhido pelo laboratério. De
seguida, € avaliada a exatiddo dos resultados obtidos e, ¢ atribuido ao laboratorio um indicador numeérico
do seu desempenho. Geralmente, este indicador numérico é apresentado na forma de z-score, dado por

(Equacdo 14):

Z — score = xla+xr9f (Equacao 14)
onde X5, corresponde ao valor obtido pelo laboratorio e d a unidade de desvio admissivel, isto €, a
variacao maxima permitida no ensaio®. Este valor tanto pode corresponder ao desvio padrao amostral
obtido pelo laboratorio ou a incerteza do material utilizado®.

Se o valor do z-score em mddulo for igual ou inferior a 2, o resultado ¢é satisfatorio, se estiver
compreendido entre 2 e 3, o resultado & questionavel e, se for superior a 3, entao o resultado é nao
satisfatorio.

Por este motivo, a participacdo nestes ensaios, em particular nos ensaios interlaboratoriais de aptidao,
permite ao laboratorio detetar erros sistematicos nas suas medicoes e, deste modo, adotar medidas

corretivas quando o nivel de aceitacao requerido nao ¢ atingido. Para além disso, estes ensaios

contribuem para a determinacao da justeza do método na validacao do mesmo.

1.5.5 Cartas de controlo de médias ou de individuos

De acordo com a norma NP EN ISO 17025:2005, os resultados obtidos, independentemente do
método de analise efetuado, devem ser controlados estatisticamente, isto €, tem de se garantir que os
resultados em causa sao validos, admitindo que seguem uma distribuicdo normal e, como tal, a
ocorréncia de erros é aleatoria®. Para tal, devem realizar-se testes estatisticos, como evidenciado
anteriormente, contudo estes testes apenas avaliam os resultados no momento da realizacao do ensaio,
pelo que nao permitem fazer um controlo continuo dos resultados gerados. Por este motivo, a
monitorizacdo dos resultados produzidos no laboratorio deve ser feita de modo a que seja possivel

observar de uma forma pratica e imediata a tendéncia seguida pelos mesmos.
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Assim, uma das ferramentas a ser utilizada para garantir o CQI de um laboratério séo as cartas de
controlo, desenvolvidas em 1931 por Shewhart, e que, ainda hoje, se revelam de especial importancia®.
As cartas de controlo permitem visualizar graficamente os resultados produzidos pelo laboratério ao longo
do tempo e, deste modo, avaliar imediatamente a ocorréncia de erros®. Existem trés tipos de cartas de
controlo denominadas cartas de controlo de médias ou individuos, cartas de controlo de amplitudes e
cartas de controlo de somas cumulativas. Todavia, no presente estudo, apenas sera dada importancia
ao primeiro tipo de carta de controlo®.

Nas cartas de controlo de médias ou de individuos representa-se o valor médio ou um valor individual
da grandeza em estudo, respetivamente, que pode variar desde a concentracdo de analito num MR a
temperatura de um dado equipamento. Por este motivo, estas cartas podem ser empregues consoante
0 objetivo de estudo, como o controlo de equipamentos, o controlo da precisdo e justeza de um método
de ensaio ou o controlo de um determinado material. Graficamente, estas cartas sdo constituidas no eixo
das ordenadas por um valor alvo, que representa o valor de referéncia da grandeza, os limites de aviso,
gue indicam que o processo se encontra controlado caso os valores obtidos ndo ultrapassem estes limites
e, como tal, ndo é necessario adotar medidas e, os limites de controlo que indicam que um processo
deve ser imediatamente interrompido caso se verifique um valor acima deste limite=. Os limites de aviso
sao obtidos com 95 % de confianca o que quer dizer que existe 5 % de probabilidade de um valor
controlado se encontrar fora dos limites de aviso, e os limites de controlo sdo obtidos com 99,7 % de
confianca o que indica que existe 0,3 % de probabilidade de um valor correto se encontrar fora destes
limites®. No eixo das abcissas define-se a frequéncia temporal®.

Na Figura 5 é possivel observar um exemplo deste tipo de carta de controlo, sendo que ¢ de realcar
a simetria destas cartas, a aleatoriedade da dispersao dos resultados e, que neste caso o processo se

encontra devidamente controlado.
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Limite de controlo superior

Limite de aviso superior .

Valor alvo - -

Limite de aviso inferior

Limite de controlo inferior

Figura 5: Carta de controlo de médias ou de individuos. Representacéo grafica de uma carta de controlo de médias ou de individuos, com
os respetivos limites de aviso, limites de controlo e valor alvo. Adaptada de Guia RELACRE 3=.

A construcao de cartas de controlo de médias ou de individuos requer a realizacdo de um estudo
prévio de modo a definir o valor alvo e os limites de aviso e de controlo.

Assim, admitindo que o objetivo da carta passa pelo controlo de um determinado material, na
construcao de uma carta de controlo de individuos, inicialmente, realiza-se uma Unica analise ao material
em estudo durante um determinado numero de dias, utilizando sempre 0 mesmo método de ensaio,
preferencialmente um método validado. De seguida, determina-se o0 X dos resultados obtidos na
totalidade, sendo que este corresponde ao valor alvo na carta de controlo €, o respetivo s obtido em

condicdes de precisdo intermédia. Os limites superior de aviso (LSA) e inferior de aviso (LIA) sdo dados

com 95 % de confianca pelas seguintes expressoes (Equacdes 15 e 16, respetivamente)~:

LSA=x4+2Xs (Equacéo 15)

LIA=x—-2Xs (Equacéo 16)

Os limites superior de controlo (LSC) e inferior de controlo (LIC) sao obtidos com 99,7 % de confianca

recorrendo as seguintes expressoes (Equacgdes 17 e 18, respetivamente);

LSC=x+3Xs (Equacgéo 17)

LIC=x—-3Xs (Equacéo 18)
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De seguida, todos os valores obtidos diariamente para esta grandeza devem ser introduzidos na carta
de controlo, e, deste modo é possivel avaliar se a composicao de um analito num material se encontra
estavel, ou se este pode ter sofrido alguma contaminacao.

Para construir uma carta de controlo de médias, admitindo o objetivo proposto acima, procede-se a
analise de um numero de replicados (n) desse material pelo mesmo método de ensaio durante um
determinado numero de dias. De seguida, determina-se o X dos n replicados, em condicbes de
repetibilidade. Posteriormente, calcula-se X que corresponde ao valor médio dos X obtidos nos varios
dias, e o respetivo desvio padréo dos valores de X (sg). Nesta carta o valor alvo corresponde a X e 0s

LSA, LIA, LSC e LIC sao dados por (Equacdes 19, 20, 21 e 22, respetivamente):

_ 2 X Sk

LSA =x + 7 (Equacéo 19)
_ 2 X Sk

LIA =X — 7 (Equacéo 20)
_ 3Xs;

LSC=x+ N (Equacdo 21)
_ 3Xs;

LIC=x — 7n (Equacdo 22)

No ambito do trabalho desenvolvido, estas cartas sé@o de especial importancia para controlar as
amostras diarias de controlo de processo, como sera mencionado de seguida. No primeiro caso, admite-
se que uma situacao se encontra fora do controlo se um valor estiver fora dos limites de controlo, se
existir uma série de 7 ou mais pontos consecutivos a mover-se para cima (ou para baixo) ou se 8 ou
mais pontos consecutivos se encontrarem acima (ou abaixo) do valor médio, sendo, por isso, necessario

adotar medidas corretivas.

1.5.6 Amostra didria de controlo de processo

Uma amostra diaria de controlo de processo (DPCS) consiste numa amostra que é analisada num
laboratorio em rotina, de modo a avaliar a fiabilidade dos resultados obtidos no ensaio e, quando se

pretende realizar a validacdo de um método de ensaio.
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No ambito da empresa de estagio, estas amostras sao preferencialmente fabricadas no laboratorio
Food Science Center, pertencente ao grupo Silliker, e distribuidas por todos os laboratérios Silliker,
mundialmente. Uma caracteristica importante nestas amostras ¢ o facto de serem rastreaveis a um MR,
pois isto significa que estas amostras tém as suas caracteristicas bem definidas, nomeadamente, a sua
estabilidade e a concentracao de analito.

A DPCS também pode ser adquirida a uma empresa, como a BIPEA ou a FAPAS, que participam em
ensaios interlaboratoriais de certificacéo. Isto significa que, é efetuado um ensaio para atribuir um valor
de referéncia, sendo, neste caso, a concentracao de analito com a respetiva incerteza associada a uma
amostra candidata a MR. Definidas as caracteristicas desta amostra tendo em consideracao os resultados
obtidos no ensaio, esta pode ser utilizada enquanto MR. Para além disso, a Silliker também utiliza como
DPCS produtos alimentares comerciais, estaveis, quando nao sdo fabricados materiais de referéncia com
a matriz que contém o analito em estudo, ou quando estes sdo bastante dispendiosos.

Os laboratorios Silliker definem a periodicidade da analise destas amostras como diaria por cada ciclo
de medicao, de forma a aceitar os resultados obtidos. Os resultados obtidos provenientes da analise de
replicados sao introduzidos numa carta de controlo de médias, cujo valor alvo e limites temporarios foram
definidos aquando a chegada da amostra ao laboratorio, realizando-se sete medicdes pelo método
pretendido. Os valores determinados na realizacdo deste ensaio definem os limites temporarios da carta
de controlo. Posteriormente, realizam-se mais treze medicdes pelo mesmo método, procede-se como
referido anteriormente, tendo em consideracao um total de vinte medicoes. Desta forma, obtém-se uma
carta de controlo definitiva, na qual sera introduzido o valor da analise diaria da DPCS. Quando o
resultado de uma DPCS se encontra fora dos limites estabelecidos, todos os resultados de amostras de
clientes desta série de trabalho ficam suspensos até a ndo conformidade ser resolvida.

As DPCS sao também utilizadas no ambito empresarial para validar e verificar equipamentos e
métodos de ensaio pois, através da sua analise é possivel obter informacao sobre os parametros de

desempenho, nomeadamente a justeza do método através do calculo do bias da medicéo.

1.6 Parametros de desempenho avaliados na validacédo e verificacao de

meétodos analiticos

Conhecidas as ferramentas que podem ser utilizadas na validacao e verificacao de métodos analiticos,
¢ agora importante definir quais os parametros de desempenho de um método analitico. Os parametros
de desempenho permitem avaliar as caracteristicas de um método analitico, nomeadamente a
sensibilidade, a gama de trabalho, o limite de quantificacdo, a seletividade, a justeza, a precisao e a
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incerteza do método®. No seu conjunto, estes parametros permitem inferir acerca da capacidade do

método para cumprir 0s requisitos para o qual foi desenvolvido.

1.6.1 Calibracao

Em quimica analitica, geralmente, sdo realizadas representacdes graficas que relacionam a resposta
obtida pelo instrumento de analise () com a variavel em estudo (), obtendo-se uma curva de calibracdo.

Assim, o desafio antes de se proceder a determinacdo de qualquer parametro de desempenho reside
na selecdo do melhor modelo para ajustar os resultados obtidos*. Quer isto dizer que, apesar de existirem
inumeros modelos de regressao para um conjunto de resultados obtidos por um método analitico, de
modo a obter confianca nestes resultados, deve escolher-se 0 modelo de regressao que apresente um
menor desvio dos resultados experimentais e, deste modo, prever valores de x desconhecidos através
desse modelo, recorrendo a equacao da curva de calibracao*.

Geralmente, o critério de escolha do modelo de regressao que melhor se ajusta aos pontos é baseado
no método dos minimos quadrados. Este método assume que a soma dos quadrados das diferencas

entre os valores previstos pelo modelo (¥;) e os valores de y é a minima possivel, isto é (Equagao 23)*:

n
Z()’i — ;)2 = minimo (Equacao 23)
i=1

S&o ja conhecidos varios modelos de regressao da literatura, contudo, no presente estudo, serao
apenas mencionados o modelo de regressao linear e 0 modelo de regressao quadratico, admitindo o
método dos minimos quadrados enquanto critério de selecao para cada um deles.

No caso do modelo de regressao linear, observa-se que existe uma relacao linear entre os valores de
ye de x, o que visualmente se traduz numa reta para melhor ajustar os pontos experimentais. A partir
da reta de calibracao deste modelo, é possivel obter uma equacédo da reta de calibracdo dada por

(Equacéo 24)=:

y=bx+a (Equagéo 24)

onde a e b sao referentes a ordenada na origem e ao declive, respetivamente.

Os valores de b e de a sdo geralmente obtidos diretamente de um programa informatico aquando o
tracado da curva de calibracado, como por exemplo a ferramenta Excel, contudo estes valores podem ser
demonstrados matematicamente recorrendo as Equacgdes 25 e 26, respetivamente,
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it G — %) (y; — Y]

b=

(Equacéo 25)

(Equacao 26)

Os valores de a e de b devem ser acompanhados da respetiva incerteza associada, isto &, s.t e st
respetivamente. O valor de t utlizado no calculo destes parametros ¢ obtido da tabela t-student para 95
% de confianca e n-2 G.L. Os valores de s. e s» correspondem aos desvios padrdo associados a ordenada
na origem e ao declive, respetivamente, e, podem ser calculados de acordo com as Equacbes 27 e 28,

respetivamente:;

2
in

W (Equacao 27)

Sa = Sy/x

Sy /x

Sb = YO (Equacso 28)

onde n corresponde ao numero de padroes utilizados para a construcao da curva de calibracdo e sy,

é referente ao desvio padrao residual do modelo de regressao linear e, pode ser calculado recorrendo a

Equacdo 29:=:

2 — 91)?
n—2

Sy/x = (Equacao 29)

Assim, a equacao da reta de calibracao de um modelo de regressao linear deve ser apresentada como

descrito na Equacéo 30.

y = (bzxspt)x + (a £ s;,t) (Equagao 30)

De realcar que quando se efetua o tracado da reta de calibracdo, devem considerar-se no minimo
seis valores experimentais equidistantes, contudo, com mais valores experimentais a incerteza associada
ao declive e a ordenada diminui, uma vez que o valor de t tabelado & menor*. Porém, n&o se justifica

obter retas de calibracdo com mais do que dez valores experimentais, uma vez que, a partir daqui, 0s
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valores encontrados na tabela t-sfudent apenas diminuem ligeiramente pelo que a incerteza associada
aos parametros referidos se mantém praticamente inalterada.
Relativamente ao modelo de regressao quadratico, a equacdo da curva quadratica é dada pela

Equacdo 31

y=cx?+bx+a (Equacao 31)

onde ¢ corresponde ao coeficiente associado ao fator de segundo grau, b, o coeficiente associado ao
fator de primeiro grau e a, a ordenada na origem.

Tal como para 0 modelo de regressao linear, também para o modelo de regressao quadratico é
possivel demonstrar matematicamente como determinar os valores de ¢, b e a, recorrendo as Equacdes
32, 33 e 34, respetivamente, contudo, é mais simples recorrer a ferramentas informaticas para o mesmo

efeito, como o Excel®.

_ (Qxy X Qx3) - (szy X Qxx)

(Qx3)2 — (Qux X Qy4) (Equagio 32)
b= T (Equagéo 33)

Qxx
. Cyi—-bYx;—cXx?) Eauacio 34

n

onde Qux, Qxy, Qy3, Q¢ e Q,2, sdo obtidos recorrendo as Equagdes 35, 36, 37, 38 e 39,

respetivamente®,

N2
Qxx = Z xf — (2. x,) (Equacgo 35)

n

Qxy = Z(xiYi) - <Z xX; X Znyi> (Equacgo 36)
Q,3 = Zx.3 - Zx- xzxi (Equacéo 37)
X L L n
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Qs = z b - &XD” (Equagso 38)

Y x}f
szy = Z(xlz X yi) — (Z Yi X I > (Equacao 39)

E possivel também determinar as incertezas associadas a estes trés coeficientes recorrendo a
modelos matematicos, contudo torna-se vantajoso recorrer, uma vez mais, a uma ferramenta informatica
como o Excel. Tal como para o0 modelo de regressao linear, & possivel determinar o desvio padrao residual

do modelo de regressao quadratico (Syz) dado por (Equacéo 40):=:

. —1.)2
y2 = % (Equacao 40)

Existem diversas formas de avaliar qual o modelo que deve ser escolhido de forma a obter um melhor
ajuste para os resultados obtidos, sendo de destacar a anadlise do coeficiente de correlacdo (r), a

realizacao de um teste t ou a realizacao do teste de Mandel, como ira ser abordado de seguida.

1.6.1.1 Coeficiente de correlacédo

O r define-se como o parametro estatistico que permite avaliar a relacdo que existe entre duas
variaveis em estudo, neste caso, ye x¥. Este valor é adimensional e encontra-se compreendido entre -1
e 1¥. Se o valor de r for igual a 0, conclui-se que nao existe uma correlacao entre as duas variaveis em
estudo, face ao modelo de regressao selecionado. Caso seja igual a -1 ou a 1, significa que existe uma
correlacdo perfeita entre as duas variaveis, isto €, existe uma correlacdo negativa entre ye xe uma
correlacdo positiva entre ye x, respetivamente. O valor de r, para um modelo de regressao linear pode

ser calculado a partir da Equagao 41+:

= L[ — 0) (v — ¥)] )
JEG; — OAE(G; — »? (Equagso 41)

sendo que todas as varidveis foram anteriormente definidas.
De acordo com o Guia RELACRE 13, pode admitir-se que um modelo de regressao linear se encontra

bem ajustado se o valor de r for superior a 0,995,
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No caso do modelo de regressao quadratico, a determinacdo do r tem em consideracéo as diferencas
que existem entre ye y que sao devidas ndo so a propria regressao (MS residual), como também a erros

aleatdrios sobre a regressado (MS total), isto é (Equacédo 42)=:

MS residual
= |1— I (Equacao 42)
r MS total
sendo que (Equacdes 43 e 44):
MS residual = Z(}?i — y)? (Equacao 43)
MS total = Z(Yi - 9:)? (Equacao 44)

De realcar que a determinacdo deste parametro para ambos os modelos foi facilitada pelo

desenvolvimento de ferramentas informaticas capazes de fazer a sua determinacdo, como o Excel.

1.6.1.2 Teste de significancia para o r

Outra estratégia que pode ser adotada para avaliar se o modelo escolhido é aquele que leva a um
melhor ajuste dos resultados obtidos & o teste t para o r. Neste teste, a Ho & definida como “néo existe
correlacdo linear entre x e J' 0 que matematicamente significa que H.: r=0. O valor de t pode ser

calculado recorrendo a seguinte expressao (Equacgéo 45)=.

= [r|vn —2
i

(Equacao 45)

onde n corresponde ao numero de padroes utilizados na construcdo da curva de calibracdo. De seguida,
compara-se o valor de t calculado com o valor de t indicado na tabela t-sfudent para n-2 G.L e, 95 % de
confianca. Se o valor de t calculado for inferior ao valor de t tabelado, entao aceita-se a Ho 0 que significa
gue nao existe uma correlacéo linear entre xe y2. Caso o valor de t calculado seja superior ao valor de
t tabelado, a Ho é rejeitada o que indica que existe uma correlacéo linear entre xe y. Como tal, 0 modelo

selecionado é aquele que melhor se ajusta aos resultados obtidosz.
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1.6.1.3 Teste de Mandel

Até agora, para avaliar a correlacdo que existe entre xe y considerou-se apenas o valor do r, contudo,
existe ainda um outro teste estatistico capaz de avaliar o0 modelo escolhido na construcao da curva de
calibracdo, denominado teste de Mandel*. Este teste permite fazer uma comparacao entre dois possiveis
modelos, os modelos linear e o quadratico®. Para aplicar este teste calculam-se os valores de s,, /. € Sy2
para os modelos linear e quadratico, respetivamente, dados pelas Equacdes 29 e 40, respetivamente®.

Posteriormente, determina-se a diferenca das variancias (DS?), dada por (Equacdo 46)=:
DS? = (n—2) X (5,/x)" — (n—3) x (s,2)° (Equacao 46)
Por fim, realiza-se um teste F determinando-se o valor de PG, recorrendo a Equacao 47%:

DS?

" (s2)

PG

(Equacao 47)

Desta forma, € possivel comparar o valor de PG com o valor de F indicado na tabela de F de Fisher
two-side tailed para 1 G.L no numerador e n-3 G.L no denominador e 95 % de confianca®. Se o valor de
PG for inferior ao valor de F tabelado, significa que a funcdo que melhor se ajusta aos resultados obtidos
¢ a linear=. Caso ocorra a situacdo inversa, a funcado quadratica é aquela que melhor se ajusta aos

resultados experimentais.

1.6.2 Sensibilidade

Definido 0 modelo que melhor se ajusta aos resultados experimentais, podem determinar-se os
parametros de desempenho do método, nomeadamente a sensibilidade. Este parametro define-se como
a capacidade que o método tem para gerar respostas diferentes quando se fazem pequenas alteracoes
na concentracao de analito em solucao®. Em termos matematicos, a sensibilidade pode ser representada
como 0 “quociente entre a variacdo da resposta experimental (AL) e a variacao da concentracdo de

analito (AC) correspondente aquele acréscimo”, isto é (Equacao 48)::

AL
Sensibilidade = AC (Equacéo 48)
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Deste modo, a sensibilidade corresponde a primeira derivada da curva de calibracdo nessa zona de
concentracao. Por este motivo, se 0 modelo for linear, a sensibilidade do método sera constante ao longo
de toda a gama de trabalho e corresponde ao declive da curva de calibracao:.

No caso do modelo quadratico, a sensibilidade corresponde a (Equacéo 49):

Sensibilidade = (2 X c)x + b (Equac&o 49)

Isto significa que, neste modelo, a sensibilidade encontra-se dependente da concentracdo de analito,
gue vai sendo diferente ao longo da curva de calibracdo®.
Quanto maior for a sensibilidade do método, melhor é a capacidade que este tem para distinguir

solucbes com concentracdes de analito muito proximas.

1.6.3 Limite de quantificagdo

Quando se pretende determinar a concentracdo de analito numa amostra com pouco teor do mesmo,
é importante escolher um método que seja capaz de quantificar este valor. Assim, outro parametro que
deve ser estabelecido no processo de validacdo do método analitico € o limite de quantificacdo (LDQ). O
LDQ define-se como o valor minimo de concentracdo de analito que pode ser quantificado pelo método
com uma determinada confianca®. Assim, o método apenas consegue garantir, com um determinado
nivel de confianca, que um resultado é correto se a concentracao de analito quantificada for superior ao
LDQ.

Existem diversos modos para calcular o LDQ de um método, contudo, neste estudo serao destacados
apenas dois deles. O primeiro, apenas pode ser empregue no modelo de regressao linear e, permite

calcular o LDQ a partir da curva de calibracao®. Para tal, numa fase inicial determina-se o valor do s,,

de acordo com a Equagdo 29 e o LDQ pode ser calculado recorrendo a seguinte expressao (Equacgao

50)z

10 % Sy/x

LDQ = —

(Equacao 50)
Geralmente, o LDQ corresponde a concentracdao do padrao mais baixo utilizado no tracado da curva

de calibracdo®. Para avaliar esta hipotese, podem realizar-se ensaios de recuperacdo de modo a

demonstrar que este padrdo corresponde ao LDQ. Para tal, fortifica-se um branco de amostra ou uma

amostra que, idealmente, ndo deve conter o analito em estudo, ou apresente uma concentracao de
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analito inferior ao do padrdo com concentracdo mais baixa, de modo a que a concentracao de analito
apos fortificacao seja igual ao LDQ que se pretende definir. Este ensaio deve ser realizado efetuando dez
réplicas independentes e, de seguida, calcula-se a R obtida de acordo com a Equacdo 12 para cada
réplica e, por fim, a R. Se este valor estiver contido no intervalo de R indicado na legislaco para o analito
em estudo ou definido pelo laboratério, pode admitir-se que a concentracdo do primeiro padrdo da curva

de calibracao corresponde ao LDQ.

1.6.4 Gama de trabalho

Tal como referido anteriormente, quando se pretende determinar a concentracdo de um analito numa
amostra deve, numa fase inicial, selecionar-se o método que melhor se adequa para esse proposito, uma
vez que, atualmente, foram ja desenvolvidos diferentes métodos capazes de analisar o mesmo analito.

Assim, outro parametro que vai influenciar a escolha de um método em prol de outro é a gama de
trabalho. Este parametro define-se como o intervalo de concentracdo de analito para o qual o método
consegue dar uma resposta com um valor de precisdo e justeza aceitaveis®. O limite inferior da gama de
trabalho, tanto no modelo linear como no modelo quadratico corresponde ao LDQ enquanto o limite
superior equivale ao valor a partir do qual se comecam a detetar anomalias na sensibilidade do método®.
Quer isto dizer que, como o método ndo permite quantificar concentracées de analito infinitas deve
estabelecer-se o limite superior da gama de trabalho. Este valor pode ser determinado visualmente na
regressao linear, pois como a sensibilidade do método é constante ao longo da gama de trabalho,
qualquer alteracao neste parametro significa que a resposta dada pelo método nao segue uma relacéo
linear. No modelo quadratico, a observacao da curva de calibracdo ndo permite fazer uma avaliacdo tao
correta do limite superior da gama de trabalho, uma vez que a sensibilidade varia ao longo da mesma.

Por este motivo, uma alternativa eficaz para avaliar a gama de trabalho de um método é a realizacao
do teste F de Snedecor-Fisher, uma vez que se pretende demonstrar que existe homogeneidade de
variancias ao longo da curva, admitindo o método dos minimos quadrados e, que 0s erros seguem uma
distribuicao normal=,

Para aplicar este teste devem analisar-se pelo menos seis solu¢des padrao de analito distribuidas de
igual modo em toda a gama de concentracédo. Para o primeiro e Ultimo padrdes devem ser analisados
dez réplicas independentes (n)=*. Neste caso, a Ho & definida como “nao existem diferencas significativas
entre a variancia do primeiro padrao (s:?) e a variancia do ultimo padrao (s)", o que significa que Ho: s
= s21%, Apos determinar 0 s e a s? dos replicados dos dois padrdes, calcula-se o valor de PG de acordo

com as Equacgdes 5 ou 6, consoante os resultados obtidos, pois a maior variancia fica representada no
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numerador®*, Apos comparacdo do valor de PG com o valor de F indicado na tabela F two-side tailed
para n-1 G.L no numerador e no denominador e, 95 % de confianca rejeita-se a Ho se o valor de PG for
superior ao valor de F tabelado e, como tal, a gama de trabalho nao se encontra bem ajustada=. Se tal
acontecer, deve avaliar-se a possibilidade de se reduzir a gama de trabalho até que ndo hajam diferencas

significativas entre as variancias do primeiro e do Ultimo padrdes ou testar uma regressao ponderada.

1.6.5 Seletividade

Para além dos parametros de desempenho referidos até agora, outro que merece especial atencdo é
a seletividade do método de analise. Entende-se por seletividade a capacidade que um método apresenta
para quantificar, com um determinado nivel de confianca, o analito em estudo na presenca de outros
componentes de comportamento semelhante®. Quer isto dizer que um método é seletivo se for
demonstrado que este consegue gerar uma resposta que é proveniente apenas a presenca do analito
em estudo e ndo, de outras substancias que possam interferir com a resposta obtida. O estado limite de
uma seletividade perfeita é designado especificidade:.

A seletividade pode ser avaliada através da realizacao de ensaios de recuperacao. Neste ensaio,
seleciona-se a amostra de interesse e determina-se 0 X da concentracao de analito nessa amostra. De
seguida, fortificam-se as mesmas amostras com uma solucao com concentracao de analito conhecia
(x«) €, determina-se o valor médio da concentracdo de analito na amostra apos fortificacdo (x'). A R
obtida pode ser calculada de acordo com a Equacgéo 17%. Se o valor de R estiver contido no intervalo de

R admitido, pode considerar-se que o método ¢ seletivo.

1.6.6 Preciséo

Tal como referido anteriormente, quando se realiza um método de analise os resultados obtidos por
esse método encontram-se afetados por erros sistematicos e erros aleatorios. A componente dos erros
aleatorios numa medicdo pode ser avaliada através da determinacao de um parametro de desempenho
denominado precisado. Este parametro reflete a dispersao dos resultados de replicados obtidos por um
dado método sob determinadas condicoes especificas, sendo que se assume que esta dispersao é devida
a existéncia de erros aleatorios na medicao=*. Consoante as condicoes especificas selecionadas para a
realizacdo do ensaio, & possivel avaliar a precisao do método em trés condicbes distintas,
nomeadamente, sob a forma de repetibilidade, precisao intermédia e reprodutibilidade®. Em todas elas,
0s ensaios podem ser repetidos sobre uma mesma amostra, sobre amostras semelhantes, sobre

solucdes padrao ou sobre diferentes amostras, contudo, em todos os casos, as suas caracteristicas
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fisicas e quimicas, nomeadamente, a matriz, a concentracdo de analito, a homogeneidade e a
estabilidade, devem manter-se inalteradas independentemente do tempo decorrido entre os ensaios®®,

Contudo, estas podem ser distinguidas, uma vez que, a repetibilidade esta relacionada com a precisdo
obtida em ensaios de um dado método, realizados nas mesmas condicées, isto €, no mesmo local, com
0 mesmo operador, equipamento e reagentes, durante um intervalo curto de tempo, geralmente, no
préprio dia®. A precisdo intermédia, por sua vez, esta relacionada com a precisdo obtida em ensaios de
um dado método, realizados nas mesmas condicdes, nomeadamente, no mesmo local, com 0 mesmo
operador, equipamento e reagentes, durante um longo intervalo de tempo, geralmente, em dias
diferentes®. Por fim, a reprodutibilidade esta relacionada com a precisao obtida em ensaios de um dado
método, realizados em laboratdrios diferentes, isto &, local, operador, equipamento e reagentes
diferentes®. Por este motivo, espera-se que a precisdo obtida em condicdes de repetibilidade seja aquela
que reflete uma menor variabilidade nos resultados, enquanto a reprodutibilidade seja aquela que
expressa uma maior variabilidade nos resultados®.

E de realcar que independentemente das condicées de ensaio selecionadas, a precisdo, geralmente,
encontra-se relacionada com a concentracdo de analito no objeto em estudo e, por este motivo, deve ser
estudada em toda a gama de trabalho de interesse®. Este parametro pode ser expresso na forma de s

ou de coeficiente de variacao (CV), dado por (Equagao 51):

S
CV = F x 100 (%) (Equacéo 51)
Por vezes, torna-se util expressar a precisao sob a forma de CV, pois, espera-se que este seja

aproximadamente inalteravel ao longo de toda a gama de concentracao de interesse®.

1.6.6.1 Precisdao em condicoes de repetibilidade

Tal como referido anteriormente, a repetibilidade exprime a precisao obtida numa série de medicoes
(n), geralmente nunca inferior a seis, realizadas nas mesmas condicées e num curto periodo de tempo=.
Estas medicdes podem ser derivadas de participacdes em ensaios interlaboratoriais ou realizadas no
proprio laboratério.

Sendo a repetibilidade uma forma de avaliar a precisao, esta pode ser expressa na forma de desvio
padrao de repetibilidade (s) associado aos resultados considerados ou na forma de coeficiente de
variacao de repetibilidade (CV.) para uma determinada gama de concentracao, sendo estes calculados

de acordo com as Equacgdes 2 e 52, respetivamente.
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S
CV, = Er x 100 (%) (Equagso 52)
Para além da determinacdo dos parametros referidos anteriormente, também é comum quantificar-
se o limite de repetibilidade (r) que se define como o valor abaixo do qual se deve situar a diferenca

absoluta entre dois resultados (x e x) obtidos em condicdes de repetibilidade, com uma determinada

probabilidade, geralmente, 95 %. O valor do r. é calculado da seguinte forma (Equacao 53):

rr = 2,8 Xs, (Equacao 53)

Se |x; — xj| <r,, 0s resultados obtidos podem ser aceites®. Caso tal ndo se verifique, deve repetir-se
0 ensaio em questdo. O r. também pode ser expresso na forma de limite de repetibilidade relativo (CVr)

sendo este dado por (Equagdo 54)=:

s
CVr, = 2,8 X Er x 100 (%) (Equacao 54)

E de realcar que, na validacdo de um método analitico, principalmente em ambito empresarial, a
determinacao deste parametro para cada uma das matrizes abrangidas pelo método individualmente
nao é economicamente nem temporalmente viavel pelo que, geralmente se apresentam os valores de s,
CV, r. e CVr. para o método ao invés de ser apresentado para cada matriz separadamente.

Contudo, ¢é de destacar que antes de se proceder a determinacéo de cada um destes parametros,
numa fase inicial deve avaliar-se a possibilidade de se rejeitar algum valor dos replicados obtidos para a
mesma matriz através da realizacao de um teste de Grubbs. De seguida, deve realizar-se um teste de
Cochran para avaliar se alguma das matrizes consideradas pode ser rejeitada para o calculo destes

parametros.

1.6.6.2 Precisdo em condicOes de precisdo intermédia

A precisao intermédia expressa a precisao dos resultados obtidos numa série de ensaios (n),
geralmente nunca inferior a seis, realizadas nas mesmas condicdes e num longo periodo de tempo=.
Este parametro é avaliado tendo em consideracdo o nimero de amostras estudadas (t), e 0 numero de
replicados efetuados por amostra (n), sendo que podem ser consideradas amostras pertencentes a
diferentes grupos de matrizes. Assim, neste caso, o desvio padrao de precisdo intermédia (sr) € dado

por (Equacdo 55)«
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t n

2 -~
Spr = T (n— 1)2 (y]k (Equacéo 55)

j=1 k=1

onde yx corresponde a um resultado individual para cada amostra e ¥; equivale ao valor médio obtido

para a amostra. Caso o nimero de replicados efetuados seja igual a dois, a expressao anterior pode ser

simplificada em (Equacéo 56)«=

t
1 2 -
Spy = —2 o X Z(yjl - yjz) (Equacao 56)
]:

onde y: corresponde ao primeiro resultado para o duplicado da amostra e ). é referente ao segundo
resultado para o mesmo duplicado amostra.

Assim, dado que o estudo da precisao intermédia € aquele que melhor permite saber acerca da
variabilidade dos resultados obtida no laboratdrio por mimetizar as condicdes de rotina, é preferencial
realizalo utilizando os resultados de n replicados obtidos para t ensaios determinados no contexto
intralaboratorial®. O critério utilizado para eliminar duplicados do célculo da precisdo intermédia baseia-
se no calculo do CVr.. Quer isto dizer que se a diferenca entre dois resultados obtidos para a mesma
amostra em condicdes de repetibilidade for superior ao produto entre o CVr. e o valor médio do duplicado,
este deve ser eliminado.

Para além do s» também é possivel determinar o limite de precisao intermédia relativo (CVr») € o

coeficiente de variacdo de precisao intermédia (CVs), dados pelas Equagdes 57 e 58, respetivamente®.
Sp] _
CVrp; = 2,8 X z X 100 (%) (Equagdo 57)

S
CVp = % X 100 (%) (Equago 58)

Em alternativa, de modo a otimizar o tempo dispensado na validacdo de métodos analiticos, pode
realizar-se a determinacdo simultdnea da repetibilidade e da precisao intermédia, para uma mesma
amostra recorrendo a uma ANOVA de fator tnico®. Neste caso em particular, efetuam-se, pelo menos,
seis ensaios (grupos) em dias diferentes, isto €, em condicdes de precisado intermédia®. Em cada um

destes ensaios efetua-se no mesmo dia, a analise de replicados de uma mesma amostra, isto €, em
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condicdes de repetibilidade®. De realcar que a Unica variavel entre ensaios € o dia da analise, sendo que
as outras condicdes, nomeadamente operador, equipamento e reagentes se mantém inalteraveis.
Assim, através da comparacdo dos resultados dentro do grupo, isto € a comparacao dos replicados
obtidos para um mesmo ensaio, € possivel avaliar a repetibilidade do método, enquanto a comparacao
entre grupos, isto &, os valores obtidos entre os diferentes ensaios, permite avaliar a precisdo intermédia
do método.
Desta forma, aplicando as equacdes explicitas no capitulo supracitado, podem determinar-se os

valores do s: e do s, recorrendo as Equacgées 59 e 60, respetivamente.

s, = /MS,, (Equacéo 59)

Sp; = +/S? + 5% (Equacéo 60)

em que s. corresponde ao desvio padrao entre grupos e, é dado por (Equacdo 61):

(Equacéao 61)

1.6.7 Justeza/veracidade

A componente dos erros sistematicos numa medicao pode ser avaliada através do estudo da justeza
ou veracidade do método analitico. Entende-se por justeza o grau de concordancia que existe entre a
meédia de um numero infinito de valores de replicados obtidos para uma mesma amostra e, um ..
Contudo, de acordo com esta definicdo, este parametro nao pode ser quantificado e, por este motivo, a
justeza é quantitativamente expressa na forma de bias que permite fazer uma estimativa dos erros
sistematicos da medicao que, tanto podem ser inerentes ao método, como provenientes do laboratorio®.

Na pratica o bias absoluto é calculado como a diferenca entre o X obtido para um elevado nimero

de medicdes repetidas e 0 x, isto ¢ (Equacdo 62):

bias = X — Xyer (Equagéo 62)

O bias também pode ser calculado na forma de bias relativo a partir da Equacgéo 63:
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. . X — Xref
bias relativo = ——— x 100 (%) (Equacio 63)
ref

Para avaliar o bias podem ser adotadas trés metodologias distintas. A primeira consiste na utilizacao
de MRs, na qual se analisam no minimo dez réplicas independentes (n) de um ou mais destes materiais
e, determina-se 0 X dos resultados obtidos. Recorrendo as Equacgdes 62 ou 63 é possivel avaliar o
afastamento entre o X obtido pelo laboratorio para esse material e 0 x. dos mesmos®. Cada laboratorio
define o seu grau de exigéncia em termos de justeza, contudo, geralmente um bias relativo inferior a 10
% € aceitavel.

Caso o valor de aceitacdo do bias seja desconhecido, pode realizar-se um teste t para comparacao
entre um X e um X« recorrendo a Equacédo 7. Se as diferencas entre 0 X e 0 x ndo forem significativas
para n-1 G.L e 95 % de confianca, pode admitir-se que o método ¢é justo, isto &, ndo existem evidéncias
da ocorréncia de erros sistematicos®.

Caso nao estejam disponiveis MRs, outra metodologia que pode ser adotada consiste na participacdo
em ensaios interlaboratoriais colaborativos ou de aptiddo, sendo que este ultimo é aguele em que os
laboratorios participam com maior frequéncia, pois, para além de permitir determinar a justeza do
método através do bias relativo, permite avaliar o desempenho do laboratorio através do z-score, obtido
de acordo com a Equacdo 14=. Através desta participacdo, vao ser comparados o X obtido pelo
laboratdrio na participacdo no ensaio e o x.r através das Equacgdes 62 ou 63.

Para além disso, de modo a avaliar a justeza do método analitico podem realizar-se ensaios de
recuperacao. Se a R obtida estiver contida no intervalo de R admitida para a concentracao de analito em
causa, pode assumir-se que o método é justo®.

Por ultimo, a justeza do método também pode ser avaliada através do calculo da recuperacéo
aparente (R.). Para tal, considera-se a razao entre o x obtido pelo laboratério na analise da amostra e, o
X, iSto € (Equacéo 64):

X

R, = X 100 (%) (Equagao 64)

Xref

Idealmente, a R. corresponde a 100 %, contudo, é da responsabilidade do laboratério definir o intervalo

de R. admitido.
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1.6.8 Incerteza de medicao

Todos os parametros de desempenho até agora referidos apresentam a sua importancia para a
validacao e verificacdo de um método analitico, contudo, sempre que um resultado é obtido recorrendo
a esse método, de acordo com a NP EN ISO 17025:2018, este deve ser acompanhado pela incerteza
associada e, por este motivo, este parametro é aquele que apresenta maior peso na validacao e
verificacdo de um método de ensaio®. A incerteza é definida como o intervalo de valores, ndo negativos,
no qual o valor tido como verdadeiro deve estar contido, com um determinado grau de confianca, isto €,
a gama de valores que podem ser atribuidos ao objeto em estudo®. E de realcar que este parametro é
diferente do bias, uma vez que este consiste na diferenca entre o valor medido e o valor verdadeiro«,

Existem duas metodologias principais para estimar a incerteza, denominadas abordagem “passo-a-
passo” e abordagem baseada nos dados de validacdo®. Em ambos os casos, o objetivo principal passa
pela determinacdo das incertezas combinada (u.(y)) e expandida (4, contudo, o procedimento para
atingir este objetivo é diferente, e, como tal, deve ter-se espirito critico para avaliar quando uma ou outra
metodologias deve ser empregue. A u.(y) consiste numa incerteza padrao que pode ser estimada
considerando todas as fontes de incerteza que contribuem para o resultado final, sendo calculada de
acordo com a lei da propagacdo das incertezas##. Contudo, esta incerteza sozinha nao consegue
fornecer a confianca necessaria no resultado, pelo que, geralmente, a incerteza deve ser apresentada na
forma de U, que é obtida multiplicando a u.(y) por um fator superior a um, denominado fator de
expansao (k) e que toma o valor de dois quando se assume que os resultados seguem uma distribuicao

normal (Equacdo 65)«.

U=u.(y)xk (Equacao 65)

A U calculada com o k = 2 confere 95 % de confianca ao resultado obtido e, deve ser expressa nas
mesmas unidades que este*.
Assim, como referido anteriormente, a {/ pode ser calculada de duas maneiras diferentes que serdao

abordadas de seguida.

1.6.8.1 Abordagem “passo-a-passo”
A metodologia “passo-a-passo” € usualmente empregue quando se pretende determinar incertezas
associadas a solucdes preparadas no laboratorio que, sao utilizadas aguando a realizacdo de um método

analitico. De um modo geral, esta metodologia pode ser dividida em quatro etapas, como ilustrado na
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Figura 6+. A etapa inicial tem como objetivo especificar a mensuranda que se pretende determinar de
forma clara e objetiva, bem como as variaveis de que essa mensuranda depende, através de uma
expressao matematica“.

Por exemplo, no caso da preparacdo de uma solucdo de calibracdo mae (Cm), a mensuranda que se
pretende determinar pode ser a concentracdo de um determinado analito (M) nessa solucdo ([M]e) €,
como tal, deve representar-se a expressao que permite obté-la. De realcar que neste caso, deve ter-se
em consideracao o modo como a solucao € preparada pois, o reagente em stock pode encontrar-se tanto
no estado liquido, como no estado solido. Assim, para o presente estudo, admitindo a primeira situacao,

a mensuranda pode ser expressa na forma de (Equacéo 66):

Gy x Vg

M
[ ]Cm ch

(Equacao 66)

onde C. corresponde a concentracao de analito na solucdo sfock utilizada para preparar a Cm, V. equivale
ao volume retirado da solucdo stock para preparar a Cm e, Ven € referente ao volume final da Cm. Caso
se observe a segunda situacao, para o presente estudo, tem-se que a mensuranda pode ser expressa na

forma de (Equacéo 67):

(Equacéo 67)

onde me corresponde a massa da toma do reagente utilizado na preparacdo da Cm e Pen é relativa a
pureza do mesmo reagente.

Através de cada uma destas expressoes, é possivel identificar as variaveis de que a mensuranda
depende, o0 que leva ao segundo passo da metodologia. Quer isto dizer que se considera cada uma das
variaveis da expressao matematica como uma fonte de incerteza para o resultado final. Todavia, é de
realcar que estas variaveis, denominadas variaveis principais, podem estar a ser influenciadas por outros
fatores, denominados variaveis secundarias e, de modo a facilitar a avaliacdo de todos os fatores que

contribuem para a incerteza da medicéo, deve elaborar-se um diagrama em espinha de peixe*.
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Passo 4

Figura 6: Metodologia “passo-a-passo”. Estimativa da incerteza expandida ({) recorrendo a metodologia “passo-a-passo”. Adaptada de Guia

Eurachem®.

Retomando o exemplo anterior, no presente estudo, devem considerar-se na primeira situacao, como
variaveis principais a C,, o V. e 0 Ve, €, de seguida devem avaliar-se as varidveis secundarias que

influenciam cada uma delas e que contribuem para a sua incerteza. A C., geralmente, vem acompanhada
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pela incerteza padrao (ucg) determinada pelo fabricante no certificado do reagente, pelo que este ja
considerou todas as outras fontes de incerteza associadas. A incerteza padrao associada ao V. (uys),
esta dependente da incerteza do material volumétrico ou da micropipeta utilizada para transferir o volume
da solucao sfock. Neste caso, como se tratou sempre de uma micropipeta, a sua incerteza padrao &,
geralmente, referida pelo fabricante no certificado da micropipeta. Por fim, para o céalculo da incerteza
associada ao Ver (Uyem), COMO se trata de um material volumétrico, devem considerar-se trés variaveis
secundarias e combinar as mesmas. A primeira é a incerteza padrao associada a calibracdo do proprio
material volumétrico que foi utilizado para preparar a solu¢do de calibracdo (upy). A segunda ¢ a
incerteza associada ao acerto do menisco desse material em condicdes de repetibilidade (u,) e por
ultimo, a incerteza associada a diferenca de temperatura desse material relativamente a temperatura a
que este foi calibrado (u)®.

Na segunda situacao as variaveis principais que contribuem para a incerteza do resultado sao a mcn,
a Pen € 0 Ven. A incerteza associada ao Ven foi anteriormente descrita e determina-se de igual modo. A
incerteza associada a me (u,,) tem em consideracéo a incerteza padrao do certificado de calibracéo da
balanca na zona da tara (u,5) € Na zona de trabalho (uz;), sendo que, cada uma delas, por sua vez,
depende do erro maximo admissivel da balanca (e.m.a)¥. Por ultimo, a incerteza associada a Pe. (up)
esta relacionada com o intervalo de confianca (o) com que este parametro é apresentado”. Nas Figuras
7 e 8 encontram-se representados os diagramas em espinha de peixe para a primeira e segunda

situacoes, respetivamente.

Concentracdo da solucao sfock Volume da solucdo mae de calibracéo

Temperatura =
— Repetibilidade

Calibracao >

»

Concentracdo da solucdo méae
de calibracao

Volume da solucéo sfock
Figura 7: Diagrama em espinha de peixe considerando um reagente no estado liquido. Representacdo de um diagrama em espinha de peixe

admitindo que a solucdo méae de calibracdo foi preparada a partir da diluicdo de uma solucéo sfock pipetada com uma micropipeta para
um material volumétrico.
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Massa do reagente Volume da solucao mae de calibracao

Temperatura —

<+ 7 d Ih <+
_— ona de trabalho Repetibilidade
ona da tara =

Calibracao =

[
»

Concentracao da solucédo
mae de calibracao

Pureza do reagente

Figura 8: Diagrama em espinha de peixe considerando um reagente no estado sélido. Representacdo de um diagrama em espinha de peixe
admitindo que a solucdo méae de calibracdo foi preparada a partir da dissolucdo de um reagente no estado sélido com um determinado
grau de pureza associado, num material volumétrico.

Deste modo, identificadas as fontes de incerteza da mensuranda, resta determinar a contribuicdo de
cada uma delas, que consiste no terceiro passo da metodologia “passo-a-passo”.

Numa primeira fase, devem agrupar-se as incertezas de cada variavel primaria, combinando as
diferentes variaveis secundarias. E de realcar que as incertezas calculadas devem ser incertezas padrao,
e para tal deve admitir-se uma distribuicao retangular se todos os valores da grandeza apresentarem
igual probabilidade de ocorrerem, ou uma distribuicdo triangular se ndo ha razao para esperar obter os
extremos da grandeza®.

Voltando a primeira situacao do exemplo a ucs € dada pelo fornecedor pelo que este valor pode ser
utilizado diretamente na etapa seguinte. Como se utiliza uma micropipeta, a uys € apresentada no
certificado de calibracdo na forma de incerteza padrdo razao pela qual este valor também pode ser
utilizado posteriormente. Por ultimo, para calcular a uy.,, € necessario combinar a Uy, @ Uy € Ut
recorrendo a lei da propagacéo das incertezas. Assim, uy, na forma de incerteza padrao, admitindo

uma distribuicdo triangular, é dada por (Equacdo 68):

T
UMy = ﬁ (Equagéo 68)

em que T (de tolerancia) corresponde a incerteza associada a calibracdo do volume do material
volumétrico, mas nao se trata de uma incerteza padrao®*. A u, na forma de incerteza padréo pode ser
calculada através da determinacdo do s, recorrendo a Equagédo 2, de uma série de dez ensaios de
enchimento desse material em condi¢des de repetibilidade. Por fim, a up na forma de incerteza padrao

é determinada calculando, em primeiro lugar a variacdo do volume do material volumétrico (AV), tendo
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em consideracdo que, normalmente, a temperatura de um laboratério oscila aproximadamente 4 °C.

Assim, tem-se que (Equacéo 69)«:

AV = +(4 X Vo X 2,1 X 107%) (Equacdo 69)

onde 2,1 X 10™* »C~* corresponde ao coeficiente de expansdo da agua. A ur na forma de incerteza

padrao é obtida recorrendo a Equacéo 70, admitindo uma distribuicao retangular:

AV
Ur = ﬁ (Equacao 70)

Combinando estas trés incertezas padrao, a uy.ny, € dada por (Equacéo 71)=:

Uyem =  (Umv)? + ()2 + (up)? (Equagao 71)

Calculadas as fontes de incerteza primarias, é necessario determinar a u.(y), passando a ultima

etapa da metodologia passo-a-passo, obtida recorrendo a Equacao 72+:

uc(y) = [M]em X \/(uc—c:>2 + (%)2 + (13;:1)2 (Equagéo 72)

Na segunda situacdo do exemplo referido anteriormente, a uy., foi anteriormente descrita e
determina-se de igual modo. Para determinar a u,, de modo a que esta seja uma incerteza padrao
devem combinar-se as U4 € Uz recorrendo a lei da propagacéo das incertezas, de acordo com a

Equacao 73+

U = (Ueara)? + (uze)? (Equagdo 73)

onde, admitindo uma distribuicao retangular, tem-se que (Equacdes 74 e 75)+:

e.m.a
Utara = (W> (Equacéo 74)

tara
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(e. m. a)
Uz = | —=— 5
Zt 3 n (Equacao 75)

Por ultimo, a up pode ser determinada de acordo com a Equacéo 76, admitindo uma distribuicao

retangular”:

a
U, = — ~
p 73 (Equacao 76)

Neste caso, seguindo o raciocinio da Equagéo 72, a u.(y) é dada por (Equagéo 77):

uc(y) = [M]em X ( Ym )2 + (up )2 + (chm)z (Equacgo 77)

Mcm PCm VCm

Por ultimo, em ambos os casos, a {/é calculada de acordo com a Equacéo 65 considerando k igual

a dois¥.

1.6.8.2 Abordagem baseada em dados de validacdo

Por vezes, quando um método envolve muitos passos experimentais o calculo das incertezas pela
abordagem passo-a-passo torna-se inviavel pelo que a alternativa passa pela abordagem empirica, que
permite calcular a incerteza do método, considerando dados de validacao. Quer isto dizer que, qualquer
resultado obtido por esse método analitico apresenta esta incerteza associada.

Para o seu calculo deve ter-se em consideracao dois dos parametros de desempenho avaliados
aquando a validacao do método analitico, nomeadamente a precisao e a justeza®. Por este motivo, nesta
abordagem a determinacdo da u.(y) passa por agrupar a incerteza associada a precisdo do método,
de forma relativa (W (precisao)relativa), COMO ird ser demonstrado de seguida, com a incerteza associada

a justeza do método, de forma relativa (U (justeza)relativa), recorrendo a lei da propagacéo das incertezas

como ilustrado na Equacéo 78«:

2 2 ~
Uc (y) = \/(u(precisﬁo)relativa) + (u(justeza)relativa) (Equacéo 78)
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Assim, o primeiro passo desta abordagem passa pela determinacdo das componentes da

U(precisio)relativa € d38 U(justeza)relativa S€Paradamente. Contudo € de realcar que estas incertezas

devem estar na forma de incertezas relativas de modo a poderem ser combinadas.
Para o calculo da U(precisao)relativa d€VE, NUMa primeira instancia determinar-se a incerteza
associada a precisao intermédia na forma absoluta (Upreciszo)- ESte valor equivale ao s» como descrito

na Equacdo 56. Assim, considera-se a Equacao 79*:

Uprecisio — SPI (Equacao 79)

De seguida, deve considerar-se a Uprecisao)relativa dUe, € equivalente ao CVs, calculado de acordo

com a Equacéo 58, isto é (Equacao 80)=:

U(precisio)relativa — CVpy (Equacao 80)

A determinacao da U jysteza)relativa € Mais complexa uma vez que, como mencionado anteriormente

podem ser adotadas trés metodologias para calcular a justeza do método.
A primeira metodologia consiste na analise de resultados de replicados de um ou mais MRs, sendo

que 0 modo como se determina a Ujysteza)relativa Vai depender do numero de MRs considerados. No

presente estudo, apenas sera considerada a analise de um unico MR.

Deste modo, inicialmente, deve considerar-se o b/as relativo calculado na analise desse MR, de acordo
com Equacdo 63. Para além disso, deve ainda considerar-se a incerteza padrdo associada a
concentracao do MR (ucref). Geralmente, no certificado do MR emitido pelo fabricante vem indicado o
valor limite de controlo superior (UCL), isto &, o valor maximo admitido de concentracao de analito
naquele material e, o valor limite de controlo inferior (LCL), que corresponde ao valor minimo de
concentracao de analito admitida para esse material. A ucrof pode ser determinada através da Equacéo

81:

UCL — LCL
Ucref = ok (Equacéo 81)
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Todavia, uma vez mais, esta incerteza deve ser apresentada na forma de incerteza relativa

(U(crenrelativa) Para poder ser combinada com as restantes incertezas, sendo esta dada por (Equagao

82):

Ucref 0
U(crefrelativa = = — X 100 (%) (Equacao 82)
MR
onde Cw corresponde a concentracdo de analito no MR indicada pelo fabricante no certificado desse

material.

Por Ultimo, para o calculo da U jystezayrelativa d€Ve ainda considerar-se o desvio padrao obtido na

analise do MR (spiqs) pelo laboratdrio dado pela Equacgao 2. De igual modo, esta incerteza deve ser

apresentada na forma de incerteza relativa (S(p;qs)relativo) dado por (Equagao 83):

Spi
S(bias)relativo — flla; x 100 (%) (Equacao 83)
a

onde X, corresponde ao valor médio de concentracao de analito no MR determinado pelo laboratdrio.

Assim, combinando as trés incertezas relativas referidas anteriormente, tem-se que (Equacgéo 84)«:

S(bias)relativo

. . 2 .
U(justeza)relativa — (bias relativo)? + (T) + (u(Cref)relativa) (Equacéo 84)

onde n corresponde ao numero de leituras efetuadas para o MR.
Por fim, calcula-se a u.(y) através da Equagdo 78, seguida do célculo da U, de acordo com a
Equacao 65, de modo a estabelecer a incerteza do método.

Em alternativa, a U(justeza)relativa POde ser calculada a partir dos resultados obtidos na participacao

em ensaios interlaboratoriais. Assim, este fator pode ser calculado através da Equagao 85*:

2 =
u(justeza)relativa = \/(RMS(bias)relativa)z + (u(Cref)relativa) (Equacgo 85)

onde RMS ,gs)relativa COrresponde a raiz quadrada média referente a todos os valores de bias obtidos

na forma relativa para as amostras analisadas no ensaio interlaboratorial.
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Para determinar @ RMS p;44)relativa deve avaliar-se, inicialmente, o bias relativo para cada ensaio
interlaboratorial de acordo com a Equagdo 63. De seguida, @ RMS;;46)relativa POde ser calculada

recorrendo a Equacéo 86:

™, (bias relativo)?

RMS(bias)relativa = g (Equacao 86)

em que ne corresponde ao numero de ensaios interlaboratoriais considerados. Para o calculo da

U(crefyrelativa deve considerar-se o desvio padrao robusto obtido pelo laboratorio para cada amostra

analisada no ensaio interlaboratorial (s,,), sendo que este valor é reportado pela entidade organizadora

do ensaio. No entanto, & necessario converté-lo numa incerteza relativa (S(ro)relativo) Para cada amostra

dada por (Equacao 87):

SI‘O
S(ro)relativo = = X 100 (%) (Equacao 87)
Xlab
onde X5, corresponde ao valor médio da concentracéo de analito em cada amostra determinado pelo

laboratério. De seguida, determina-se o valor médio de todos 0S S(rg)relativo (S(rojrelativo) dado por

(Equacdo 88):

= _ 2?:1 S(ro)relativo .
S(ro)relativo = Ny (Equacao 88)

Assim, @ W(crefyrelativa POde ser calculada de acordo com a Equagéo 89:

§(ro)relativo

U(crefyrelativa — T x 1,253 (%) (Equacao 89)

onde P corresponde ao valor médio das populacdes reportadas pelo ensaio interlaboratorial (P), isto €,

0 numero de resultados validos submetidos no ensaio interlaboratorial, dado por (Equacéo 90):

_ Yn_p
p=2=tt (Equacéo 90)
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Por fim, calcula-se a u.(y) através da Equagédo 78, seguida do calculo da U, de acordo com a
Equacdo 65, com o intuito de determinar a incerteza do método.

Para finalizar, a componente da Ujusteza)relativa também pode ser calculada considerando os
resultados obtidos em ensaios de recuperacdo. Como no presente estudo apenas sera considerado um

Unico ensaio de recuperacao, esta componente é dada por Equacédo 91+«:

. . 2 =
U(justeza)relativa — \[(blaS relat1vo)2 + (u(recuperagéo,c)relativa) (Equacdo 91)

onde Urecuperagio,cyrelativa € referente a componente da incerteza de recuperagdo combinada na
forma relativa.

Como referido, o calculo do bias relativo do ensaio de recuperacdo foi anteriormente descrito na
Equacéo 63.

Para determinar a U recuperagio,c)relativa d€ve, numa fase inicial determinar-se a incerteza associada
a concentracao de analito adicionada na fortificacéo (u,q4). A fortificacdo da amostra pode ser realizada
através de uma solugédo padrao preparada no laboratério de ensaio, sendo que neste caso a u,qq deve
ser calculada de acordo com a metodologia passo-a-passo. Em alternativa, a fortificacdo da amostra pode
ser efetuada recorrendo a uma solucao sfock de analito presente no laboratdrio. Neste caso, a u,q4 deve
ser calculada de acordo com o indicado pelo fabricante no certificado da solucao. Uma vez mais, esta

incerteza deve ser convertida na forma relativa (U (agdyrelativa), iSto € (Equacao 92):

Uazad
U(add)relativa = —xadd x 100 (%) (Equacio 92)
a

Para além disso, quando se determina a componente da WU jystezajrelativa CONSiderando os

resultados obtidos nos ensaios de recuperacao, deve ainda ter-se em conta a incerteza na forma relativa

associada ao volume de solugéo de fortificacdo adicionado (w(yolyrelativa). Para calcular este valor

considera-se o volume adicionado com uma micropipeta €, a incerteza associada a esse volume, indicada

pelo fabricante da micropipeta, ou seja (Equac¢éo 93):

Uy
U(volrelativa = VS x 100 (%) (Equacéo 93)
s
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Por ultimo, devem combinarse a Ucaddyrelativa © @ U(volyrelativa Para determinar a

u(recuperagﬁo,c)relativa1 isto & (EquaCéo 94)

2 ~
u(recuperagﬁo,c)relativa = \[ (u(add)relativa)2 + (u(Vol)relativa) (Equacdo 94)

Por fim, calcula-se a u.(y) através da Equacéo 78, seguida do célculo da U, de acordo com a
Equacdo 65, para determinar a incerteza do método.
Por vezes, o laboratdrio de analise pode avaliar a justeza utilizando mais do que uma metodologia e,

quando tal acontece, deve calcular-se a Ujystezayrelativa €M todas elas e, no calculo da incerteza do

método, deve considerar-se a que tiver maior valor numeérico.

Assim, apresentados todos os parametros de desempenho que devem ser avaliados aquando a
validacao e verificacdo de um método analitico, bem como as ferramentas que podem ser utilizadas para
esse efeito, no presente estudo apesar de serem apresentados os resultados da validacédo de dois
métodos analiticos, o objetivo em cada um deles foi diferente.

O primeiro objetivo passou pela validacdo estatistica de um método normalizado para a quantificacdo
do teor de teobromina em amostras a base de cacau. Tratou-se de uma validacao pois pretendeu-se que
este método fosse aplicado noutras matrizes que nao ha base de cacau, como uma racao para animais.
Contudo é de destacar que se trata de uma validacdo estatistica pois todos os procedimentos necessarios
para a validacao do método ja haviam sido realizados €, por este motivo, apenas se pretendeu interpretar
os resultados obtidos nesses procedimentos de modo a determinar os parametros de desempenho do
método.

0 segundo objetivo do presente estudo passou por estender a acreditacdo de um método que permite
determinar o teor de mercurio em amostras alimentares recorrendo ao DMA para uma nova matriz. Quer
isto dizer que, 0 método em questéo ja se encontrava validado para determinadas matrizes e, pretendeu-
se que a matriz arroz integral pudesse fazer parte das matrizes acreditadas pelo método. Assim, neste

caso, foi necessario realizar todos os procedimentos laboratoriais requeridos para concluir o objetivo.
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1.7 Validacdo estatistica do método para quantificar a teobromina em

géneros alimenticios por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ao longo dos ultimos anos, a alimentacdo das populacdes tem sofrido diversas alteracdes, devido a
existéncia de novos produtos no mercado. Contudo, principalmente nos paises desenvolvidos, verificou-
se gue 0s novos habitos alimentares passam pelo consumo excessivo de alimentos processados ricos
em acucares, sal, gorduras e de origem animal em prol de alimentos mais saudaveis como fruta, legumes
e peixes®. Como consequéncia, verificou-se o aumento de individuos que padeciam de doencas
cardiovasculares (DCV), originando 17,9 milhdes de dbitos, tornando-se a principal causa de morte em
todo o mundo em 2016, segundo a Organizacdo Mundial de Saude®.

0 aumento do consumo destes alimentos deveu-se a sensacdo de prazer e bem-estar que estes
sabores ofereciam em comparacao com aqueles mais saudaveis. Contudo, face as alternativas existentes
no mercado, ja ha quem pense e procure por produtos que oferecam igual prazer mas que possam ser
benéficos para a saude, diminuindo a probabilidade de desenvolver DCV®. Nos ultimos anos tem-se
explorado o papel benéfico do cacau no combate destas doencas. Este produto natural pode ser extraido
da planta 7heobroma cacao e, para além de ser um produto de origem vegetal, ¢ constituido por
alcaloides, que se sabem ter um papel importante no combate as DCV=:. Para além disso, este é o
componente principal do chocolate que, oferece uma sensacao de agrado a maioria da populacao®.

Os dois principais alcaloides presentes no cacau pertencem a familia das xantinas, sendo estes a
teobromina e a cafeina (Figura 9)=*. A teobromina é o alcaloide responsavel pelo sabor amargo
encontrado em produtos que contém cacau, sendo que o chocolate apresenta entre 0,5 a 2,7 % deste
composto®. Por este motivo, espera-se que quanto maior for a quantidade de cacau num determinado
género alimenticio, nomeadamente, no chocolate, maior o teor em teobromina nesse alimento.

Por outro lado, a cafeina &€ um composto que tem vindo a ser muito estudado, uma vez que é bastante
consumida pela populacdo mundial, tanto no café, como em refrigerantes®. Por este motivo, ja €
conhecido o papel da cafeina no organismo humano, nomeadamente, a sua acao no sistema nervoso
central=. Ainda assim, esta metilxantina apresenta-se em quantidades vestigiais no cacau, sendo a
teobromina o principal alcaloide®. Todavia, este composto ainda ndo se encontra bem estudado na
literatura relativamente aos beneficios que apresenta para a saude humana, sendo que apenas foi
reportado que atua como um estimulante e vasodilatador e, por este motivo, contribui para o combate

das DCVs.
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Figura 9: Alcaloides da familia das xantinas. Representacéo da estrutura quimica base da familia das xantinas, nomeadamente a cafeina
(1,3,7-trimetilxantina) e a teobromina (3,7-dimetilxantina). Adaptada de Martinez-Pinilla et a#.

Quanto a sua estrutura quimica, a teobromina apresenta o anel heterociclico da xantina substituido
com dois grupos metilo nas posicdes 3 e 7, originando uma dimetilxantina, com férmula molecular
C;HsN.O=%=. Para além de ser encontrada em elementos biologicos, a teobromina pode ser adquirida
comercialmente na forma de um po branco, inodoro, pouco soluvel em alcoois e agua a temperatura
ambiente, mas cuja solubilidade aumenta com o aumento da temperatura do solvente®, De acordo com
a literatura, a solubilidade da teobromina em agua a temperatura ambiente corresponde a 0,5 g/L,
enquanto em agua a ferver equivale a, aproximadamente, 7 g/Ls.

Apesar de serem ja conhecidas as consequéncias do consumo excessivo de cafeina no organismo,
nomeadamente, 0 aumento da ansiedade, ainda nao foi bem explorado o efeito do consumo em excesso
da teobromina para o organismo humano=. Ainda assim, um estudo mostrou que a ingestao de 700 mg
didrias deste composto pode trazer efeitos nefastos para o organismo, nomeadamente, 0 aumento da
ansiedade e a diminuicao da pressao sanguinea®. Contudo, como ainda se tratam de estudos
preliminares, atualmente, de acordo com a legislacdo portuguesa, ainda nao existe nenhum valor maximo
permitido para o consumo de teobromina na alimentacao humana. Ainda assim, encontra-se descrito no
Decreto-lei n. 67/2010 que, para um teor de humidade de 12 %, o limite maximo de teobromina, em
produtos destinados a alimentacdo animal, corresponde a 300 mg/Kg caso se tratem de alimentos
completos®. Isto acontece, pois, apesar de os alimentos para consumo humano apresentarem um teor
em teobromina que nao se torna nocivo para os mesmos, sabe-se que 0s animais, nomeadamente 0s
caes, metabolizam a teobromina mais lentamente e, como tal, esta pode atuar como um veneno para
estes®e,

Por este motivo, dado que a alimentacéo é a principal fonte de exposicao de teobromina para o ser

humano e para o0s animais, tornou-se essencial o desenvolvimento de métodos capazes de quantificar,
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com um nivel de confianca adequado, este composto em matrizes de origem bioldgica, na presenca de
outros de estrutura semelhante, nomeadamente a cafeina®<.

O primeiro desafio passa por separar estes compostos da matriz onde se encontram inseridos,
podendo recorrer-se a uma extracao liquido-liquido, a uma extracdo em fase solida ou a uma extracao
com recurso a micro-ondas, sendo que a escolha do método a usar depende da natureza da amostra
bem como dos procedimentos internos dos laboratérios de analise®,

0 segundo desafio passa por quantificar a teobromina apds extracdo da matriz onde se encontra
inserida. Um dos primeiros estudos para quantificar a teobromina em amostras a base de cacau,
remonta a 1921, por Wadsworth, onde esta foi quantificada separadamente da cafeina, recorrendo a
precipitacdes seletivas, seguida do calculo do peso seco®. Contudo, este método apresentava varias
limitacdes. Para além do risco biologico de alguns componentes e o facto de a extracédo ser lenta e dificil
de realizar, a pureza da teobromina quantificada era dependente da quantidade de agua que a matriz
possuia antes da extracao®. Por estes motivos, houve nao s6 uma melhoria deste método ao longo dos
anos, como também a formulacao de novos métodos para a quantificacao deste alcaloide, de forma mais
eficiente, numa maior diversidade de matrizes. Relativamente as matrizes alimentares, sabe-se que a
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) é uma técnica utilizada para
quantificar cafeina em bebidas e chocolates. Porém, mais recentemente foi utilizada para determinar o
teor de teobromina na matriz casca da vagem do cacau‘®. Este estudo mostrou ser promissor, contudo
como envolve um processo de purificacdo da amostra numa coluna cromatografica torna-se
temporalmente desvantajoso face a outros métodos ja existentes. Como se trata de um método
desenvolvido recentemente, ainda deve ser explorado em diferentes matrizes. Existem outras técnicas
analiticas em desenvolvimento para quantificar a teobromina em amostras alimentares como a
espetroscopia Ultravioleta-visivel (UV-Vis) e a espetroscopia de fluorescéncia®®. Todavia, a banda de
absorcao da teobromina num espetro UV-Vis surge sobreposta as bandas de outros componentes de
natureza semelhante como a cafeina, o que inviabiliza a sua quantificacao diretamente®. Para ultrapassar
esta adversidade, Akfas e Pekan aplicando métodos quimiométricos, como o método dos quadrados
minimos parciais e a rede neural artificial, desenvolveram uma estratégia com sucesso para quantificar
as diversas xantinas na amostra, separadamente®. Um outro estudo teve como objetivo quantificar o teor
destas xantinas recorrendo a espetroscopia de fluorescéncia, contudo verificou-se a mesma sobreposicédo
das bandas de emissao de fluorescéncia®. Por este motivo, concluiram que utilizando esta técnica
analitica nao foi possivel quantificar a teobromina e, até a data ainda nao foi reportado o0 uso de métodos

guimiometricos para solucionar este problema.
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Por estes motivos, 0 método mais descrito na literatura e largamente empregue para quantificar a
teobromina em amostras alimentares ¢ a HPLC devido ao facto de ser mais sensivel, especifica e
rapida=™, Esta técnica permite a separacao fisica dos componentes de uma determinada amostra numa
coluna cromatografica de acordo com a afinidade que estes apresentam para duas fases distintas,
denominadas fase estacionaria e fase mével. Contudo, diferentes autores utilizam diferentes condicdes
cromatograficas para quantificar este analito, nomeadamente, as caracteristicas da coluna
cromatografica, a composicdo e o fluxo da fase movel, o volume de amostra injetado, o tipo de eluicdo
utilizado, o tempo de analise, o comprimento de onda de absorcao e o detetor. Uma revisao das
diferentes condicdes cromatograficas utilizadas para quantificar teobromina em alimentos, bebidas,
fluidos bioldgicos e plantas entre 1992 e 2011 foi realizado por Sena e colaboradores®. Neste estudo,
0s autores concluiram que a eluicdo isocratica era a mais empregue devido ao seu facil uso®. Para além
disso, a fase movel mais comum era uma mistura de agua/metanol/acetonitrilo tratadas com acido
aceético, fosforico ou férmico®. Por Ultimo, relativamente a analise em alimentos e bebidas, o detetor mais
comum era o detetor UV-Vis®. Ainda assim, um método desenvolvido por Chen e colaboradores
recorrendo a HPLC de troca idnica com detetor UV-Vis mostrou ser eficaz na quantificacdo de teobromina
em bebidas e cacau, apesar de indicar outras alternativas para detetores, nomeadamente o detetor
amperométrico. Na realidade, estudos conduzidos por 7homas e colaboradores permitiram quantificar
o teor de teobromina numa amostra de preparado para bolo de chocolate utilizando a HPLC de fase
reversa com um detetor amperométricos.

De facto, de acordo com a literatura, o teor de metilxantinas em amostras liquidas a base de agua
como o café, o cha e os refrigerantes pode ser determinado facilmente recorrendo a HPLC, pois a
extracao destes compostos revelou-se bastante simples dada a natureza da amostra’. Contudo, quando
se pretende determinar o teor destes compostos em amostras sélidas a base de cacau, como o chocolate
negro ou o cacau em pod e bebidas achocolatadas, como o chocolate quente, € necessario adotar um
procedimento mais complexo, como descrito pela Associacédo Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC)”. O
método oficial AOAC 980.14 de 1998 indica o procedimento a ser adotado para se proceder a
quantificacao de metilxantinas em produtos a base de cacau que, utiliza como técnica analitica a HPLC
de particao com eluicao isocratica de fase reversa, com recurso a uma coluna C18, detetor UV-Vis e,
uma mistura de agua:metanol (70:30) enquanto fase mével™.

Assim, o presente estudo teve como objetivo a implementacdo da norma AOAC 980.14 no laboratorio
de métodos instrumentais de analise. Contudo, pretendeu-se que este procedimento também pudesse

ser empregue em produtos destinados a alimentacao animal, e, por este motivo, foi necessario proceder-
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se a validacao interna dos parametros de desempenho do método, nomeadamente, o LDQ, a precisao,
a justeza e a incerteza do método. Para além disso, ainda foi definida a gama de trabalho e avaliada a

sensibilidade e a seletividade do método.

1.8 Validacdo do método de quantificacdo de mercuirio em géneros

alimenticios recorrendo ao analisador direto de merctrio
1.8.1 Mercurio

A alimentacdo dos seres vivos € a principal fonte de aquisicdo de determinados compostos essenciais
a sua sobrevivéncia, nomeadamente, proteinas, acucares e, elementos metalicos sendo, por este motivo,
necessario um controlo nutricional de tudo que é ingerido. Quando consumidos em excesso, estes
compostos podem apresentar efeitos nefastos no organismo, contribuindo para o desenvolvimento de
determinadas doencas, potencialmente fatais. Os elementos metalicos, em particular, revelam-se de
especial interesse uma vez que nem todos apresentam beneficios para o organismo. Metais como o
sodio, o potassio, o ferro, o zinco e o calcio, sdo considerados elementos essenciais, pois contribuem
para a homeostasia do organismo por participarem em inumeros eventos celulares, podendo ser
adquiridos em quantidades vestigiais na alimentacdo”™. Contudo, outros metais, nomeadamente, o
chumbo, o cadmio e o mercurio e semimetais como o arsénio, também podem ser ingeridos na
alimentacao, embora nao sejam elementos essenciais. Pelo contrario, sabe-se que estes elementos, em
quantidades vestigiais, apresentam elevada toxicidade para o organismo, nomeadamente, para os rins’.

Por este motivo, nos ultimos anos, observou-se uma crescente preocupacao relativamente ao modo
como estes metais sao introduzidos no meio ambiente e, como consequéncia, nas cadeias alimentares™.
Estudos recentes mostraram que, para além da alimentacdo, os seres vivos também se encontram
expostos a estes elementos por outras vias. De facto, apesar destes elementos existirem naturalmente
na crosta terrestre, observou-se um aumento das suas concentracbes no ambiente devido as acdes
antropogeénicas ao nivel da industria e da agricultura™.

Em particular, o mercurio (Hg) revelou-se um metal de especial importancia dado que, ao longo dos
anos, apesar de apresentar elevada toxicidade para as populagdes, foi introduzido no seu quotidiano
através de, por exemplo, lampadas, instrumentos de medicao ou amalgamas dentarias™?.

0O Hg pode ser encontrado na natureza em trés formas quimicas distintas e, em trés estados de
oxidacao (0, 1+ e 2+), 0 que aumenta a exposicao dos seres vivos a este elemento’. A primeira é a forma

elementar (Hg"), a segunda é a forma inorganica (iao mercuroso (Hg') e ido mercurico (Hg)) e, por ultimo
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a forma organica, sendo que o ido metilmercurio ([CH:Hg]), € o mais téxico e abundante na natureza e
resulta da metilacao do iao Hgz por parte de microrganismos presentes no solo e na agua®”,

Estas trés formas quimicas de mercurio podem ser facilmente absorvidas pelos seres vivos”. A forma
Hg é absorvida através da inalacao de vapores ou aerosséis™. A forma inorganica e a forma organica sao
absorvidas via oral através da ingestdo de sais de mercurio e de seres vivos que acumulam no seu
organismo este metal, respetivamente™. Como consequéncia, independentemente do modo de absorcédo
do mercurio, a toxicidade deste elemento origina, para além de danos nos rins e nos pulmoes, outras
lesdées, nomeadamente, nos sistemas nervoso central e periférico, digestivo e imune, que podem,
porventura, ser fatais®. Uma propriedade Unica deste elemento é o facto de se encontrar no estado
liquido a temperatura ambiente devido ao seu baixo ponto de fusédo e, como tal, pode formar amalgamas
com outros metais”.

A presenca destas trés formas de Hg no meio ambiente é devida nao s6 a fenomenos naturais, tais
como a libertacao de minerais das rochas ou da atividade vulcanica, como também pode ser proveniente
das atividades humanas, contribuindo para a poluicao do meio ambiente”. Ainda assim, as principais
fontes de contaminacao deste elemento para os seres humanos sao as amalgamas dentarias, a agua
para consumo e, 0s alimentos, em particular os peixes e outros seres marinhos™#. Para além disso, o
Hg também surge como contaminante, juntamente com outros metais, em diversos produtos agricolas
como nos fertilizantes, o que contamina as plantas que podem vir a ser consumidas, como € o caso da
planta do arroz®. Ao longo da histoéria foram ja reportados varios incidentes relacionados com intoxicacao
por mercurio, sendo que o maior deles ocorreu no Japao quando, apos anos de descargas industriais na
baia de Minata, 2252 pessoas foram envenenadas por ingestdao de mercurio em espécies marinhas
dessa baia, resultando em 1043 mortes.

Para evitar situacdes como a descrita, € requerido um controlo dos niveis deste elemento em espécies
marinhas, sendo que, de acordo com Regulamento (CE) n° 1881/2006 da Comissao, de 19 de
dezembro de 2006, o valor maximo de Hg admitido em produtos de pesca é de 0,5 mg/Kg de peso
fresco, co