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Titulo

Ensaios fisico-quimicos em produtos alimentares.

Resumo

A presente dissertacao foi desenvolvida no ambito do Projeto Individual do mestrado
em Técnicas de Caracterizacdo e Andlise Quimica do Departamento de Quimica da
Universidade do Minho na Silliker Portugal S.A., uma empresa independente de prestacao de
servigos analiticos e de consultadoria nos varios ramos do setor agroalimentar.

Para que os laboratérios cumpram com os requisitos da qualidade para garantir a
obtencao de resultados confidveis, a validacdo de métodos é de extrema importancia. Durante
o Projeto Individual, foi revalidado um método j& implementado no laboratério —
Determinagao do teor de hidroxiprolina de acordo com a Norma NP 1987: 2002. A
hidroxiprolina é quantitativamente determinada como medida do material colagenoso em
carne e produtos carneos e a sua quantificacdo é um elemento importante na avaliagao da
gualidade da carne.

Para a valida¢do foram realizados estudos que permitiram definir a curva de calibragao,
avaliar a linearidade e o limite de quantificacdo, determinar a precisdo do método, a partir da
repetibilidade e da precisdao intermédia, a veracidade e ainda obter uma estimativa da
incerteza. A validacdo foi realizada considerando uma grande variedade de amostras
pertencentes a matriz do grupo das carnes, produtos carneos e derivados.

Foram ainda desempenhadas diversas fun¢des em andlises de rotina da empresa como
os ensaios de determinacdo do pH, do residuo seco soluvel, do teor de sdlidos soluveis e da

acidez.

Palavras-chave: Exatiddo, hidroxiprolina, incerteza, Norma NP 1987:2002, validacao.



Tittle

Physicochemical tests on food products.

Abstract

This work was developed as part of a curricular internship project of the master’s degree
in Chemical Analysis and Characterization Techniques of the Department of Chemistry of the
University of Minho at Silliker Portugal S.A., an independent company providing analytical and
consulting services in agri-food sector.

For laboratories to meet quality requirements to ensure reliable results, validating a
method is extremely important. During the internship, a method already implemented in the
laboratory — Determination of hydroxyproline content according to Standard NP 1987:2002.
Hydroxyproline is quantitatively determined as a measure of collagenous material in meat and
meat products and its quantification is an important element in the evaluation of meat quality.

For validation, studies were carried out to define the calibration curve, to evaluate the
linearity and the limit of quantification, to determine the accuracy of the method, based on
repeatability and intermediate precision, veracity and to obtain an estimate of the
uncertainty. Validation was performed considering a large variety of samples belonging to the
group of meat, meat products and derivatives.

Several functions were also performed in routine company analyzes in the pH

determination assays, of the soluble dry residue, soluble solids content and acidity.

Keywords: Accuracy, hydroxyproline, Standard NP 1987:2002, validation, uncertainty.

Vi
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1. Introducao




1.1. A empresa

Em julho de 1992 surgiu, em Vila Nova de Gaia, a Sociedade de Engenharia e Gestdo da
Qualidade, Lda. (EGI), como uma empresa de prestacao de servigos no setor agroalimentar,
dando resposta a prevencao da qualidade e seguranca alimentar com servicos de andlise e
acessoria, tornando-se lider no seu setor. A EGI integra desde 1993 o Sistema Portugués da
Qualidade através da acreditacdo do seu laboratério.

Depois do ano 2000 criou-se o laboratério de Andlise Sensorial, onde se avaliam e
caracterizam organoleticamente os produtos de consumos e a EGI foi forcada a aumentar as
suas instalagdes em 2005, passando a localizar-se na zona industrial dos Tercos, na freguesia
de Canelas, onde se encontra atualmente.

Em 2008, a multinacional norte-americana Silliker adquire a empresa dando origem a
Silliker Portugal, S.A. passando a integrar um dos maiores grupos mundiais na prestacao de
servicos desta area.

Outros marcos importantes da empresa sdao o langamento em 2009 do servigo de
Estudos de Vida Util de modo a validar o periodo de validade para os diferentes produtos de
cada cliente, e ainda a obtenc¢do da acreditacdo dos primeiros 8 ensaios de dguas de consumo
humano integrados na oferta de servigos analiticos na area ambiental em novembro de 2010
1.

Em janeiro de 2012, ainda na drea ambiental, obteve a acreditagdo das colheitas das
amostras das aguas de consumo e em mais dois ensaios fisico-quimicos. Também em 2011, a
acreditacdo expandiu para as analises veterinarias, com a pesquisa de Salmonella em
amostras de matéria fecal e ambientais provenientes da produgao primaria. Em 2013,
surgiram novos servicos como o servico de andlises aos materiais de embalagens que entram
em contacto direto com os alimentos, analisando todos os aspetos importantes desde o
design da embalagem, fabrico até a utilizacdo final e eliminacdo 2,

A Silliker encontra-se, atualmente, em 21 paises com mais de 80 laboratérios, com o
objetivo de responder as necessidades no que diz respeito a prevencdo da qualidade e
seguranca alimentar. Pertencendo a Mérieux NutriSciences (figura 1), do Instituto Mérieux, a

Silliker é um parceiro de confianca no ambito da saude publica por meio de anilises

laboratoriais, auditorias, consultadoria, formacdo e servicos de investigacao 3,



Figura 1: InstalagGes da Silliker Portugal S.A.

A Meérieux NutriSciences, na area da indUstria alimentar, presta servicos analiticos
qualitativos e/ou quantitativos de pesquisa de alergénios em alimentos, estudos de vida util
e estabilidade dos alimentos, deteccdo de contaminantes, monotorizacdo de superficies, ar e
agua, servicos de apoio ao controlo da fraude e autenticidade dos alimentos, auditorias ao

Sistema de Gestdo da Qualidade e Seguranca Alimentar, andlise de materiais em contacto com

produtos alimentares e validagao de rotulagem 3,

1.1.1. Anadlises Fisico-Quimicas realizadas pela Silliker Portugal S.A.

A Silliker Portugal, S.A. possui trés laboratérios: laboratério de Fisico-Quimica onde sao
executadas a maioria das técnicas classicas de analise, laboratdrio de Métodos Instrumentais
de Analise onde sdo realizadas andlises por técnicas cromatograficas e espetrofotométricas e

o laboratério de Microbiologia.

Relativamente aos ensaios fisicos-quimico destacam-se as analises para determinar:

a) Contaminantes: Metais pesados (arsénio, cddmio, chumbo...), alergénios (gluten,
sufitos...) e outros (acrilamida, micotoxinas...);

b) Parametros de Qualidade: Acidez, desintegrac¢do, dissolugao, cinzas, variagdo de peso
e perda por secagem;

c) Nutricionais: Hidratos de carbono (fibra alimentar, perfil de agucares, amidos...),

proteinas (teor de proteina, perfil de aminoécidos, trans-4-hidroxi-L-prolina, lipidos


https://www.merieuxnutrisciences.com/pt/qualidade-e-seguranca-alimentar/controlo-analitico-de-alimentos/servicos-apoio-ao-controlo-da-fraude-e-autenticidade-dos-alimentos
https://www.merieuxnutrisciences.com/pt/qualidade-e-seguranca-alimentar/auditorias-e-inspecoes/auditorias-a-sistemas-de-gestao-da-qualidade-e-seguranca-alimentar
https://www.merieuxnutrisciences.com/pt/qualidade-e-seguranca-alimentar/auditorias-e-inspecoes/auditorias-a-sistemas-de-gestao-da-qualidade-e-seguranca-alimentar
https://www.merieuxnutrisciences.com/pt/qualidade-e-seguranca-alimentar/controlo-analitico-de-alimentos/materiais-em-contacto-com-produtos-alimentares
https://www.merieuxnutrisciences.com/pt/qualidade-e-seguranca-alimentar/controlo-analitico-de-alimentos/materiais-em-contacto-com-produtos-alimentares

(colesterol, matéria gorda, perfil de &acidos gordos, indice de perdxidos...)
componentes principais (cinzas, fibra bruta..), vitaminas (hidrossoliveis e
lipossoluveis) e minerais (calcio, ferro, magnésio, zinco...).

d) Aditivos: Antioxidantes (acido ascdrbico, palmitato de ascorbilo...), adogantes (glicerol,
frutose, galactose...), conservantes (acido acético, benzdico, malico, perfil de acidos

organicos, benzoatos, nitrito e nitratos...) e corantes.

Todos os laboratérios do grupo Meérieux NutriSciences sdo acreditados por um
organismo independente de acordo com o referencial ISO/IEC 17025. Este fornece uma

avaliacdo objetiva da competéncia técnica dos laboratérios e assegura a precisao, exatidao e

repetibilidade dos resultados analiticos 4

O facto de se tratar de uma norma internacional é o ponto de partida para oferecer
servicos harmonizados a nivel mundial. O laboratério em Portugal é acreditado pelo IPAC
(Instituto Portugués de Acreditagdo, I.P.) e cumpre por isso com os critérios de acreditacao
para laboratdrios de ensaio estabelecidos na NP EN ISO/IEC 17025, reconhecidos pelo IPAC
(acreditacdao n2 LO087) 4

Tem também implementado um sistema de qualidade em que os elementos deste
sistema estdo documentados no Manual da Qualidade (MQ) que se encontra disponivel e
acessivel na empresa 2 Pelo facto de ser uma referéncia a nivel mundial no setor alimentar, o
grupo Silliker necessita de garantir a fiabilidade dos resultados analiticos publicados. Assim, a
empresa submete-se a auditorias periddicas internas e externas, e participa a nivel nacional e
internacional, em circuitos de ensaios de comparacao interlaboratorial (ECI), com o propésito
de avaliar o seu desempenho. Para além disto, diariamente segue rigorosos procedimentos
de controlo de qualidade como o uso de DPCS (Daily Process Control Sample), analises de
amostras em duplicado e andlises de padrdes de controlo (em métodos de curva de

calibracdo).

1.2. Objetivos do estagio

A presente dissertacdo surge no ambito do Projeto Individual do mestrado em Técnicas

de Caracterizacdo e Analise Quimica do Departamento de Quimica da Universidade do Minho
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realizado na empresa Silliker Portugal S.A. em Canelas, Vila Nova de Gaia. O estagio teve uma
duracao de nove meses (setembro de 2018 a junho de 2019). Em janeiro de 2019, foi me
enderecado o convite para integrar a equipa do Laboratdrio de Quimica da empresa.

Numa fase inicial, ocorreu a adaptacgao e integracdo a empresa, e procedeu-se a andlise
de documentagdo relevante, como o Manual de Qualidade da empresa. Seguidamente
decorreu o acompanhamento dos analistas em ensaios de rotina acreditados e
implementados no Laboratério de Quimica, conhecendo e utilizando os diferentes
equipamentos do laboratério e software, dando enfase as ferramentas de controlo de
qualidade implementadas e utilizadas diariamente. Depois de realizar os métodos de ensaio

em paralelo com os analistas principais, comecou-se a realizar as analises de forma auténoma.

O principal objetivo consistiu em adquirir competéncias a todos os niveis no ambito do
trabalho de rotina de um laboratério acreditado, e em especial na validacdo de métodos
quimicos analiticos em produtos alimentares com recurso a técnicas de quimica cldssica. Para
além disso realizaram-se outros ensaios recorrendo a métodos instrumentais de analise.
Nesta dissertacao apresenta-se o estudo da revalidacdo de um método ja implementado na
empresa - Determinacdo do teor de hidroxiprolina (Hyp) de acordo com a norma NP
1987:2002. Este método analitico foi utilizado em condicdes de andlise de amostras reais em
diversas matrizes de carne. Foram avaliados os parametros de desempenho, nomeadamente

a repetibilidade, precisdo intermédia, veracidade e incerteza do método.

1.3. Enquadramento geral

1.3.1. Importancia da qualidade alimentar e legislagdo

A alimentacdo afeta diretamente a salde, sendo o conhecimento da informacdo
nutricional e da qualidade dos alimentos ingeridos diariamente de extrema importancia. A
Unido Europeia (UE) langou o Regulamento (UE) n.2 1169/2011 que estabelece os principios,
requisitos e responsabilidades gerais que regem a informacao sobre os géneros alimenticios
e, em particular, sobre a rotulagem. Este documento legal é aplicavel a todos os géneros

alimenticios destinados ao consumidor final, incluindo os que sdo fornecidos por



estabelecimentos de restauragdo coletiva e os que se destinam a ser fornecidos a esses
estabelecimentos °.

Um regulamento é um ato legislativo vinculado, aplicavel a todos os paises da UE. O
regulamento é de aplicacdo direta e por isso ndo precisa de ser transposto para a legislacdo
nacional, evitando-se assim as referidas interpretacdes divergentes ®.

O Regulamento (CE) n.2 1881/2006 da Comissdo Europeia, de 19 de dezembro de 2006,
fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios com a
finalidade de proteger a saude publica e manter os contaminantes em niveis que sejam
aceitaveis do ponto de vista toxicoldgico. No caso dos contaminantes que sejam considerados
como substancias cancerigenas genotdxicas ou em casos em que a exposicdo atual da
populacdo ou dos grupos vulneraveis da populacdo se aproxime ou exceda a dose admissivel,
o regulamento refere que devem definir-se teores maximos a um nivel que seja tdao baixo
quanto razoavelmente possivel 7

Pela existéncia de um nimero cada vez maior de alimentos processados, rotulados e
publicitados e de forma a ser possivel assegurar um elevado nivel de prote¢do dos
consumidores e a facilitar as suas escolhas, os produtos colocados no mercado, incluindo os
importados, deverdo ser seguros e devidamente rotulados. Um regime alimentar variado e
equilibrado é uma condicdo indispensavel para a manutencdo da saude e os produtos
considerados individualmente tém uma importancia relativa no contexto do regime alimentar
geral. Por isso, o Regulamento (CE) n.2 1924/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de

20 de dezembro de 2006, relativo as alegag¢des nutricionais e de salde sobre os alimentos,

prevé uma uniformizacdo das rotulagens para os géneros alimenticios 8

Estes regulamentos visam ainda a diminuigao do risco de fraude alimentar. A fraude
alimentar é a producdo e/ou a comercializagdo deliberada de produtos alimentares ndo
conformes. Ocorre quando os produtos ndo estdo em conformidade legal, ou seja, quando a
legislacdo alimentar da UE é intencionalmente violada para obter um ganho econémico ou
financeiro, enganando o consumidor .

A qualidade e seguranca alimentar tornam-se fundamentais na tentativa de garantir que
os alimentos ingeridos sdo indcuos e que estdo aptos para serem consumidos, havendo a

necessidade acrescida de garantir que os produtos alimentares estdo de acordo com as

especificacdes e regulamentos de seguranca existentes antes de chegar ao consumidor 10,



Os métodos de andlise devem apresentar especificidade, pois os alimentos sdao de

constituicdo quimica complexa, podendo seus componentes interferir nos resultados 1

1.3.2. Acreditagdo

A acreditagao serve essencialmente para adquirir e transmitir confianca na execug¢ao de
determinadas atividades técnicas, ao confirmar a existéncia de um nivel de competéncia
técnica minimo, reconhecido internacionalmente. A acreditagdo é por isso uma ferramenta
de globalizacdo e internacionalizacdo da economia, promovendo as exportacdes nacionais. O
Regulamento (CE) n.2 765/2008 obriga as autoridades nacionais dos Estados-Membros da UE
a reconhecerem a equivaléncia das acreditacdes dos signatdrios do Acordo da EA (do inglés
European Cooperation for Accreditation) 12

A acreditacdo consiste na demonstracdo e reconhecimento, através de uma avaliacao
efetuada pelo organismo de acreditacdo Instituto Portugués de Acreditacdo, I.P. (IPAC), da
competéncia técnica e de gestdo de uma organizacdo, para esta efetuar atividades especificas
de avaliacdo da conformidade de acordo com a mesma norma. O IPAC é o organismo nacional
de acreditacdo requerido pelo Regulamento (CE) n.2 765/2008 12

A acreditacdo de um laboratério ndo é uma certificagdo. Quando um laboratério passa
a ser acreditado, o cumprimento das exigéncias desta acreditacdo é um requisito legal para o
exercicio de uma determinada atividade de avaliacdo da conformidade, ao contrario da

certificacdo que é maioritariamente uma opc¢ao voluntaria das empresas.

1.3.3. NP EN ISO/IEC 17025

Um dos requisitos para acreditacdo de qualquer laboratério segundo a norma NP EN
ISO/IEC 17025, é a existéncia de um sistema de gestdo de qualidade documentado.

A norma NP EN ISO/EC 17025 tem como requisitos de gestdo a necessidade de
realizacdo de auditorias internas, realizadas periodicamente de forma a verificar se as
atividades realizadas cumprem com os requisitos do Sistema de Gestdo e da prdpria norma.

As auditorias internas sdo uma ferramenta essencial para identificar e precaver falhas no

Sistema de Gestdo e na verificacdo da eficiéncia da Politica de Qualidade 13,



Qualquer medicao analitica realizada tem como objetivo a obtencdo de dados fidveis e
precisos. O método devera sempre ser validado, para demonstrar que o ensaio tem as
caracteristicas necessarias para a obtencdo de resultados com a qualidade exigida. Assim a
validagdao de um método de analise, quando realizada de forma correta, melhora a fiabilidade

e precisao dos dados analiticos obtidos.

1.3.4. Sistema de Gestdao da Qualidade da empresa

A integridade de todos os dados e resultados gerados no laboratério depende da
existéncia de um sistema de garantia da qualidade 14 ou seja, um Sistema de Gestdo (SG) de

forma a garantir a qualidade dos resultados dos ensaios, bem como a satisfacdo do cliente, e

que tem como objetivos:
v/ Comunicar a politica, os procedimentos e os requisitos da qualidade.
v Descrever e implementar um SG eficaz.

v Apresentar interna e externamente o SG como forma de demonstrar o cumprimento dos

requisitos da norma NP EN ISO/IEC 17025.
v Proporcionar a base documental para auditar o SG.
v Formar o pessoal nos requisitos do SG e nos métodos do seu procedimento.

v Proporcionar a continuidade do SG e respetivos requisitos em situa¢do de mudanca.

O Manual da Qualidade (MQ) da empresa estd acessivel internamente a todos os
funciondrios, sendo assegurado pela Diretora Geral (DG) e pelo Responsavel da Qualidade
(RQ) que todas as pessoas dentro da empresa estejam familiarizadas com o seu conteudo.
Todos os novos colaboradores familiarizam-se com o SG implementado, lendo na integra o
MQ e os procedimentos aplicaveis aguando da sua entrada ao servico 2

Este sistema de gestdo aplica-se a todas as atividades laboratoriais desenvolvidas na
empresa e segundo os requisitos da norma NP EN ISO/IEC 17025. De forma a garantir a
qualidade dos resultados dos ensaios, todas as politicas, sistemas, programas, procedimentos

e instrucGes do laboratério estdo devidamente documentados. Toda a documentacdo



relacionada com o SG é comunicada, implementada, compreendida e estd acessivel a todo o

pessoal afeto as atividades relacionadas com o sistema 2,



2. Fundamentos teoricos
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2.1. Espetrofotometria

A espetrofotometria na zona de radia¢cdo do visivel e ultravioleta é um dos métodos
analiticos mais usados nas determinagdes analiticas em diversas areas e é aplicada para

determinacdes de compostos organicos e inorganicos. Baseia-se na energia de excitacdo
necessaria para a transicao de eletrdes entre orbitais moleculares 15

A regido ultravioleta do espetro encontra-se na faixa de 200 a 400 nm e a regido do
visivel entre 400 a 800 nm. Em termos energéticos, esta gama de comprimentos de onda

corresponde a energias com valores entre 36 e 286 kcal/mol 16,

A espetroscopia de ultravioleta - visivel (UV-vis) fornece informacdo apenas sobre
compostos organicos com eletrdes 1t e nado ligantes, pois a separacdo energética entre as
orbitais o é muito grande e desta forma os compostos que possuem apenas estas ligacdes ndo
possuem bandas de absorcdo no regido UV-vis. S6 existem, por isso, dois tipos de transicdo

eletrénica cuja energia corresponde a energia de radia¢do ultravioleta e visivel, - n* e n- t*

1516

A absorc¢do de radiagdo UV-vis depende da estrutura eletrénica da molécula e resulta na
promoc¢do de eletrdes do estado fundamental para niveis de maior energia no estado
excitado. Num espetro de UV-vis ocorrem bandas de absorcdo em que a posicdo destas
bandas é relativa ao comprimento de onda ao qual corresponde a energia necessaria para
ocorrer a transicdo eletrénica. A intensidade depende da probabilidade da transicdo e da

polaridade do estado excitado. A parte da molécula que é responsavel pela absor¢dao de

radiacdo ultravioleta e visivel denomina-se de croméforo 17,

O solvente selecionado para a obtencdo da solucdo do composto a analisar por UV-vis
tem uma grande influéncia no espetro resultante. A posi¢do, a intensidade e a forma das
bandas de absorc¢do podem variar devido a natureza do solvente. Estas variacées dependem
das interacgdes fisicas intermoleculares entre o composto a analisar e o solvente 16,

O aspeto mais importante é a determinacdao de quantidade de luz absorvida pela
amostra. Esta absorcdo de luz é tanto maior quanto a concentracao da solucdo e a absorcao
de luz é tanto maior quanto maior for a distancia percorrida pelo feixe de radiacao. Isto é

descrito pela lei de Beer-Lambert, que relaciona a intensidade da luz incidente na solucgao (lo),
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e a intensidade da luz que atravessa (I) a solugdo contida numa célula com um percurso 6tico

(L), dado pela expressdo 1 7.
Log (lo/ 1) = A =¢ecL Expressdo 1

em que A é a absorbancia, € o coeficiente de absorvidade molar, c a concentragao da espécie
em analise e L o percurso dtico.

Os instrumentos capazes de registar dados de absorvancia ou transmitancia em fungao
do comprimento de onda s3o denominados de espetrofotdmetros. O primeiro
espetrofotémetro foi criado em 1940, pelo quimico americano Arnold O. Beckman e seus

colegas dos Laboratérios de Tecnologias Nacionais, na empresa Beckman Coulter Inc., fundada
em 1935 8,

O registo obtido é chamado de espetro de absor¢do ou de espetro de transmissdao. O
espetro de absorcdo é caracteristico para cada espécie quimica, no entanto na regido do UV-
vis 0 espetro apresenta pouca definicdo. Nesta regido do espetro, sdo necessarios
componentes oOticos de quartzo e detectores altamente sensiveis capazes de detectar

radiacdes nessa extensa faixa espetral em que atua o instrumento. Existem dois tipos de

espetrofotémetros, os de feixe simples e os de duplo feixe 17,

A fonte de radiacdo emite luz que é fracionada pelo monocromador (prisma ou rede de
difracdo) nos comprimentos de onda que a compdem, sofrendo refracdo. A faixa de
comprimentos de onda, inicialmente selecionada, é dirigida para a amostra. Parte dessa luz é
absorvida e parte é transmitida. A luz que é transmitida chega ao detector e é transformada

num sinal elétrico. Finalmente, o sinal elétrico é recebido pelo computador que transmite

esses dados em forma de espetro 29,
Os espetrofotémetros, em geral, contém cinco componentes principais: fontes de
radiacdo, monocromador, recipientes para conter as solucdes, detectores e indicadores de

sinal (figura 2).
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Fonte de radiagdo [ — 5 | Monocromador Compartimento

amostra/padrio

Dispositivo de
processamento de <
dados

Sistema detector

Figura 2: Esquema dos componentes principais de um espetrofotémetro *°.

As fontes de radiacdo sdo constituidas por filamentos de materiais que sdo excitados
por descargas elétricas com elevada voltagem ou aquecimento elétrico. Em termos de células,
tém de ser feitas de um material que ndo absorva no UV-vis como por exemplo células de
guartzo (200-2500 nm) mas para estudos no visivel podem usar-se células de vidro (320-2500
nm).

Os monocromadores sdao dispositivos essenciais dos espetrofotometros e tém como
funcdo a selecdo do comprimento de onda. Possuem uma fenda de entrada de um elemento
de dispersdo de radiacdo e uma fenda de saida. O elemento de dispersdo pode ser um prisma
ou uma rede de difracdo e a sua finalidade é difratar a luz de modo que diferentes

comprimentos de onda irdo incidir sobre a amostra, permitindo que se determine sua

absorvancia .

Em relagdo ao sistema de deteccao, existem espetrofotémetros que utilizam como
sistema de deteccdo um tubo fotomultiplicador e os mais complexos que utilizam arranjo de
fotodiodos.

Um tubo fotomultiplicador é formado por um tubo de vidro ou de quartzo sob vacuo,
no qual existe um conjunto de placas metalicas interligadas. O sistema 6tico deve selecionar
cada comprimento de onda, sequencialmente, que deve incidir sobre o tubo, gerando um sinal
de absorvancia. Estes sistemas de deteccdo presentam maior sensibilidade face a outros tipos.

O segundo tipo de detector é do tipo fotodiodo, PDA (do inglés photodiode array), e
consiste numa série de fotodiodos de silicio (dispositivos semicondutores que convertem luz
em corrente elétrica pela absorcdo de fotGes) posicionados num cristal de silicio, de modo a

gue cada comprimento de onda difratado pela rede de difracdo atinge um ponto deste arranjo
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e um detector. Desta forma, obtém-se uma analise mais rapida de varios comprimentos de
onda em simultaneo e diminuicao do ruido associado ao sinal medido 20,

Apesar do método espetrofotométrico ser o mais utilizado na quantificagdo do
aminodacido Hyp devido a precisdo, simplicidade, baixo custo e rapidez, podem ser utlizadas
outras técnicas como o método enzimatico ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) ou a cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC (do inglés: High performance liquid

chromatography) 1.

2.2. Hidroxiprolina

A hidroxiprolina (Hyp) é um aminodcido ndo essencial que
constitui proteinas e derivados da prolina. Encontra-se fundamentalmente no tecido
conjuntivo e dsseo. A quantificacdo da Hyp é um elemento importante na avaliacdo da
qualidade da carne, uma vez que esta relacionada diretamente com a matéria-prima cdrnea
21 A deteccdo e a determinacdo de Hyp sdo um requerimento essencial para a ciéncia e
tecnologia de carnes que procura explicar a verdadeira contribuicdo do colagénio para a
estrutura e qualidade da carne 22 Em geral, a carne com elevada propor¢ao de tecido
conjuntivo é considerada de baixa qualidade, devido a reducdo da sua maciez e valor
nutricional, estando grande parte dos aminodcidos essenciais em proporcdo reduzida 23,

Sao utilizadas trés caracteristicas para definir a qualidade da carne: a aparéncia, maciez
e sabor. A qualidade da carne esta associada a interacdo de fatores bioldgicos do animal vivo
e processos bioquimicos que ocorrem no post mortem como a conversao do musculo em

24

carne durante o armazenamento “".

As carnes utilizadas para elaboracdo de embutidos emulsionados sdo as carnes

industriais da linha de abate, retalhos e aparas provenientes da desossa. Apresentam elevado

teor de proteinas ndo miofibrilares, como as do tecido conjuntivo 2,

Com a elevacdo dos custos dos cortes carneos, algumas industrias tém incorporado

fraudulentamente tecidos inferiores ou matérias-primas carneas de baixo valor comercial,

ricas em fibras de tecido conjuntivo, com a finalidade de obtencao de maior lucro 26
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Na existéncia de uma legislagao que estabelega teores maximos de proteina do tecido
conjuntivo colagenoso em carnes e produtos cdrneos, o teor de colagénio deve ser
determinado com seguranca, havendo a necessidade de métodos de andlise de rotina que
sejam simples, confidveis e suficientemente rapidos 1

A prolina (Pro) foi sintetizada pela primeira vez por Willstater em 1900. Mas este
aminodacido s6 foi reconhecido como componente das proteinas, quando em 1901, Fischer
conseguiu isold-lo a partir do hidrolisado acido da gelatina usando um éster 27,

Ja a Hyp foi descoberta mais tarde também por Fischer. Em 1905, Leuchs obteve a Hyp

através de uma sintese, onde foi esclarecida a sua estrutura quimica (ver figura 3) 2.

O

HOuu... OH
NH

Figura 3: Estrutura quimica da trans-4-hidroxi-L-prolina 2°.

E ainda possivel encontrar a Hyp naparede celular vegetal. O tecido conjuntivo
colagenoso representa oito vezes o teor de Hyp, ou seja, contém 12,5 % deste aminoacido 1

O termo colagénio é utilizado para denominar uma familia de 27 proteinas isoformas
encontradas nos tecidos conjuntivos. Em termos de quantidade, é o constituinte mais
importante do tecido conjuntivo e é um elemento estrutural importante em organismos
multicelulares. O colagénio é uma proteina fibrosa encontrada em todo o reino animal,
contém cadeias peptidicas dos aminodacidos glicina (Gly), Pro, lisina (Lys), hidroxilisina (Hyl),

Hyp e alanina (Ala). Essas cadeias sdo organizadas de forma paralela a um eixo, formando as

fibras de colagénio, que proporcionam resisténcia e elasticidade a estrutura presente 23,

A sequéncia de aminoacidos no colagénio é, em geral, uma unidade tripeptidica, glicina-
X-prolina ou glicina-X-hidroxiprolina, onde o X pode ser qualquer um dos 20 aminoacidos-

padrdo. Cada molécula de colagénio pode ter até trés cadeias diferentes, que se unem na
formacdo do procolagénio 30,

Uma vez que a presenca da Hyp é rara nas proteinas, ocorrendo apenas em algumas tais

como a elastina (1,6 %), e ainda em menor extensdo na proteina do complemento do soro, é
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importante o desenvolvimento de métodos de quantificagdo deste aminodcido, de forma a

guantificar indiretamente o teor de colagénio oA Hyp é quantitativamente determinada

como medida do material colagenoso em carne e produtos cdrneos 32,

Na hidroxilacdo da Pro em Hyp, a proteina prolil hidroxilase reconhece a Pro como o seu
substrato desde que esta se encontre ao lado de uma Gly na sequéncia, no
sentido amino a carboxilo, sendo entdo inserido um grupo OH™ no residuo de Pro.

Na determinacdo espetrofotométrica da concentracdo de Hyp, a amostra é inicialmente
hidrolisada com dacido sulfurico a 105 °C para libertar a Hyp da ligagdo peptidica e separar da
gordura. O aminodcido livre é determinado colorimetricamente apds oxidagao a pirrol pelo
reagente cloramina T (figura 4) e reacdo com 4-dimetilaminobenzaldeido resultando num
composto de coloracdo vermelho-purpura pela adicdo do reagente 4-
(dimetilamino)benzaldeido (figura 5) e a absorvancia é medida espetrofotometricamente a

558 nm 1.
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Figura 4: Mecanismo proposto para a oxidac3do da Hyp a pirrol *.
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Figura 5: Reagdo para determinag3o da Hyp 3.

A nivel de legislacdo, o regulamento (UE) n.2 1169/2011 do parlamento europeu e do
conselho de 25 de outubro de 2011 >, define a relagdo colagénio/proteina da carne expressa

como percentagem de colagénio na proteina da carne nos diferentes tipos de carne picada

(tabela 1). Como ja referido, o teor de colagénio representa oito vezes o teor de Hyp.

Tabela 1: Relagdo entre o colagénio e a proteina da carne em percentagem em diferentes tipos de carne picada
5

Colagénio/proteina da carne
(%)
Carne picada magra <12
Carne pura de bovino picada <15
Carne picada de suino <18
Carne picada de outras espécies <15

Define também o teor total de tecido conjuntivo que ndo deve ser excedido em diversos
tipos de carne (tabela 2). Quando estes limites sdo ultrapassados, a lista de ingredientes do

produto deve mencionar a presenca de tecido conjuntivo.

Tabela 2: Limites maximos de tecido conjuntivo para os ingredientes designados pelo termo "carne de..." °.

Espécie Colagénio/proteina
(%)
Mamiferos 25
Suinos 25
Aves e coelhos 10
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A norma portuguesa NP 1987:2002 — Carnes e produtos carneos. Determinagao do teor
de hidroxiprolina, tem como objetivo fixar um método para determinagdo da Hyp da carne e
produtos carneos recorrendo a um método espetrofotométrico. E aplicavel aos produtos que
contenham menos de 0,5 % (m/m) de Hyp. O teor de Hyp da carne e produtos carneos é

determinado de acordo o procedimento da norma e expresso em percentagem.

2.3. Validagao de métodos

Validacdo é um conjunto de operagdes necessdrias para demonstrar que um
procedimento é adequado para a aplicacdo pretendida. A validacdo de um método analitico
tem por objetivo o conhecimento de seu potencial aplicativo e de suas limita¢des, sendo
essencial para a correta interpretacdo dos resultados obtidos na aplicacdo do método. O
processo de validacdo tem o objetivo de avaliar a repetitividade e a reprodutibilidade do
método, pela interpretacdo dos parametros que definem a exatiddo e a precisdo do mesmo

11

A validacdo de resultados segue o principio basico de que um resultado para ser
considerado valido tem de satisfazer os requisitos de qualidade que lhe sejam exigidos 14 A
validacdo de um método é um conceito antigo nos laboratdrios analiticos. Desde hd muito que

34

cientistas validam os seus métodos antes de os utilizarem como rotina °~.

Sempre que um laboratério pratica métodos internos de ensaio tera que realizar um
processo de validacdo desses mesmos métodos, com todos os resultados obtidos, de forma a

assegurar que estes sao proximos o suficiente do valor verdadeiro desconhecido do analito
; 35
nas amostras analisadas *°.

A validagao de um método é feita utilizando ferramentas de avaliagdao direta e de

avaliacdo indireta (figura 6) sendo que é necessario adaptar os parametros da avaliacdo a cada

tipo de método 3,
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Avaliagao Indireta Avaliagdo Direta

e Seletividade e Materiais de Referéncia
e Gama de trabalho certificados

e Quantificacdo e Ensaios interlaboraorias
e Precisdo e Testes comparativos

e Robustez e Exatiddo

o Incerteza

Figura 6: Parametros de avaliagdo direta e indireta para validagdo de um método analitico .

Quando um laboratdrio utiliza uma norma ou um documento normativo, apenas
necessita de demonstrar a robustez dos resultados que gera. A robustez pode ser
demonstrada utilizando resultados de participacdes em ECl’s ou de uma auditoria interna e

podem ser utilizados registos que demonstrem que é cumprido o estabelecido na norma -
nomeadamente os critérios de repetibilidade e de reprodutibilidade 14 Quando o laboratério
executa uma adaptacdo de uma norma ou um método interno sdo necessdrios mais
. . - . . . 35
elementos para validar os resultados, ou seja, é necessario que o método seja validado °°.

Para a valida¢dao de um resultado avaliam-se trés parametros essenciais para determinar
a qualidade deste resultado, sendo eles a veracidade, a precisdo e a incerteza. A validacdo de
um método de ensaio interno deve ser feita aquando da sua implementacdo e deve cumprir
determinados requisitos. Devem ser determinados 0s parametros

seletividade/especificidade, gama de trabalho, limiares analiticos, linearidade, sensibilidade,

precisdao, exatidao, robustez e incerteza 35,

2.3.1. Parametros de avaliagdo indireta

2.3.1.1.  Especificidade/seletividade

O termo especificidade, muitas vezes utilizado como sindnimo de seletividade, define a

capacidade do método detectar o analito de interesse na presenca de outros componentes
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da matriz. Ja a seletividade refere-se a capacidade de deteccdao de um grupo restrito de
substancias. E a capacidade do método identificar e distinguir um analito numa mistura
complexa, sem interferéncias. Um método especifico tem uma seletividade perfeita. A
seletividade deve ser testada para qualquer interferente.

A seletividade deve ser avaliada quando se validam métodos desenvolvidos no
laboratério, adaptados da literatura cientifica ou normalizados mas utilizados fora do ambito
especificado.

Uma forma de avaliar a seletividade de um método instrumental é a partir de ensaios
de recuperagao realizados em amostras da mesma matriz, respeitando as condi¢des de
repetibilidade e alterando a concentracdo do analito. Quando é verificada a auséncia na
integra de efeitos de interferéncia, considera-se que o método é especifico 36 por isso, um
método é especifico quando a seletividade apresenta resultados de recuperagao préximos a
100 % . Alternativamente, pode-se avaliar amostras teste contendo o analito em estudo e
quantidades conhecidas de possiveis interferentes e comparar as respostas obtidas. Também
pode-se avaliar os resultados obtidos por dois métodos diferentes ou do mesmo método
aplicado em matrizes diferentes. As respostas obtidas sdo comparadas através de testes de
significancia. Usam-se testes two-tailed (bicaudal) para avaliar se os valores obtidos diferem
significativamente 3,

1- Testet de médias:

Este teste aplica-se quando se pretende comparar dois métodos sobre a mesma amostra
e ndo é exigido que o nimero de amostras estudadas seja igual pois usa-se a média dos valores
estudados.

Primeiramente é realizado o teste F de homogeneidade de variancias - F Snedecor/

Fisher para n-1 graus de liberdade e 95 % de nivel de confianga, através das expressdes 2 e 3:

2

2

S S

PG == ouPG == Expressdo 2
52 51

de modo a PG ser sempre >1 e onde:

n 2

Z(yi.i _Vi)

2 _ =t Expressdo 3

n.—1
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Depois é aplicado o Teste t- comparacdao de médias para comparar os valores médios
obtidos. Permite testar se as diferencas observadas se devem apenas a erros aleatdrios. Se as
variancias ndo diferirem significativamente (comprovado pelo teste F), entdo é aplicada a

expressao 4 para ni+ny-2 graus de liberdade:

t =
calculado Expressao 4

Se as variancias diferirem significativamente, é aplicada a expressao 5:

% %

L kR

calculado 2 5
51.% «
—+ = Expressao 5
n, N

onde o numero de graus de liberdade é calculado pela expressao 6:

[N

(0]

=

I

+
:|m
[x¥]
 —
N

[

N

2
2 2
52
2 Expressdao 6

\8]

Compara-se o valor |t|calculado com o valor t tabelado (nivel de confianga de 95 %). Se

o |t] calculado for menor que o t tabelado, entdo o método é considerado seletivo.
2- Teste t das diferencas (amostras emparelhadas):

Este teste é aplicado quando se pretende comparar dois métodos sobre amostras iguais
na mesma gama de concentracdo tendo como base o pressuposto de que qualquer erro
aleatdrio e/ou sistematico é independente da concentracdo. S3o comparados dois conjuntos
de valores e ndo se efetuam réplicas. Determina-se a diferenca entre cada par de resultados,
o valor médio das diferencas e o desvio padrdo e calcula-se o valor de t pela expressao 7:

% \h

S

t

calculado ~
d Expressdo 7

onde X; é a média aritméticas das diferengas, n € o numero de amostras estudadas e Sd o

desvio padrdo associado a média das diferencas.
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Compara-se o valor |t|calculado com o valor t tabelado para n-1 graus de liberdade e
nivel de confianga de 95 %. Se o |t| calculado for menor que o t tabelado, entdo pode-se

concluir que o método é seletivo.

2.3.1.2. Quantificacao

A quantificacdo requer o conhecimento de dependéncia da resposta medida com a

concentracdo do analito. A quantificacdo de um método é feita recorrendo ao calculo dos

parametros curvas de calibracdo, limiares analiticos e sensibilidade 3,

2.3.1.3. Curvas de calibracao

Uma curva de calibracdo corresponde a representacdo grafica de valores da resposta
em funcdo de valores de concentracao. A forma algébrica da equacdo de umaretaéy=mx +
b. Em relacdo as variaveis x e y pode-se ter duas situacdes:

1- Incertezas emy sdo independentes de x:

Na primeira situacdo, existe homogeneidade de variancias ao longo da reta e a regressao
linear é determinada pelo método dos minimos quadrados.

Associado as medicOes, cada valor determinado apresenta sempre uma incerteza
associada. Assim, o declive e a ordenada na origem apresentam uma dispersao de valores que
é funcao do método e para a determinacao da sua incerteza é necessario calcular o desvio
padrdo residual Sy/x (desvio padrdo da curva de calibragdo), que fornece a dispersdo do sinal
instrumental em torno da reta de calibracao 37 Com estes valores também é possivel calcular
o desvio padrao associado a concentrac¢do, desvio padrao do método e o coeficiente de

variacdo do método (que mostra a extensdo da variabilidade em relacdo a média dos dados).

A calibracdo analitica pode ser avaliada pelo parametro coeficiente de correlagdo (r) com a

expressao 8 3839

Z[{x.—ilm—?)]
{z{xl—zr}[z(y. —ﬂ

Expressao 8
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O valor do coeficiente de correlacdo pode tomar valores ente -1 e 1, representando um
declive negativo e positivo, respetivamente. Em andlise quimica as curvas de calibragdo devem

ter valores de r iguais ou superiores a 0,995 3,

2- Incertezas em y dependentes de x:
Nesta situagcdo, ndo existe homogeneidade de variancias ao longo da reta e os pontos
que tém menor desvio padrdo (si) devem ter maior fator de ponderacdo (wi) no calculo dos
parametros da reta. Este tipo de regressao denomina-se de regressao linear ponderada. Os

fatores de ponderacao sdo calculados a partir da expressao 9:

i 5'2 Expressao 9

Neste caso, os valores do desvio padrdao da regressao linear ponderada e o desvio

padrdo associado aos valores de concentracdo determinados sdo calculados considerando os

fatores de ponderacdo 36

2.3.1.4. Limiares Analiticos
O limite de deteccdo (LD) é a concentracdo mais baixa de analito que pode ser detetada

35 38

pelo método com um determinado nivel de confianca Corresponde a menor

concentrac¢do que pode ser distinguida do branco e é calculado a partir da expressao 10:
LD=3 X SO ou LD=3 x SO’ Expressdo 10

onde S’0 é desvio padrdo considerando o numero de réplicas em rotina; n o n2 de réplicas
efetuadas em andlise de rotina e SO o desvio padrdao de m ensaios realizados em condi¢cdes de

repetibilidade.
No entanto, se o método envolver uma calibracdo linear, o calculo pode ser feito da
recorrendo a expressao 11:

[3,3 . SZ]
LD =~——* Express3o 11

b

onde Sy/x € o desvio padrao residual da curva de calibragdo e b é o declive da reta 35,
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O limite de quantificacdo (LQ) é a concentracdo mais baixa de analito que pode ser
quantificada pelo método com um determinado nivel de confianga. Corresponde a menor
concentracdo para a qual o desempenho do método é aceitdvel para uma determinada

aplicacdo e é obtido a partir da expressdo 12:

LQ=10 x SO ou LQ=10 x SO’ Expressdo 12

Em casos em que o método envolve a utilizacdo de uma calibracdo linear, utiliza-se a

expressao 13 14,

= Expressao 13

2.3.1.5. Sensibilidade do método:

A sensibiidade de um método avalia a capacidade do método (ou desempenho do

equipamento) distinguir pequenas variagdes na concentra¢do do analito e é definido pela
expressao 14 38 Avalia a resposta do equipamento que corresponde a uma variagao na

concentracdo de analio correspondente. A sensibilidade também é definida como a primeira
derivada da curva de calibragdo numa determinada zona de concentragao. Por isso se a curva
de calibracdo for linear, a sensibilidade é sempre a mesma em toda a gama de trabalho e igual
ao declive da reta. Quando a funcdao é quadratica, a sensibilidade corresponde a primeira

derivada.

s AL
Sensibilidade = < Expressdo 14

onde, AL é o acréscimo do valor lido e AC a variacdo correspondente a este acréscimo.
Um método é sensivel quando pequenas variagdes nas concentragdes, provocam

grandes alteracdes nas respostas, permitindo distinguir concentra¢des préoximas.

2.3.1.6. Gama de trabalho e linearidade
A gama de trabalho de um método é a gama de concentragGes para o qual o método

fornece resultados com uma incerteza aceitavel *4. Na gama de trabalho do método faz-se a
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representacdo da concentracdo do analito medida na amostra (através do método de andlise
estudado) em funcdo da concentragdo de analito na amostra. Na gama de trabalho
instrumental a resposta do equipamento em fung¢do da concentracdo obedece a uma relacao
conhecida.

Na validagdo de um método deve-se avaliar os dois parametros. O limite inferior desta
gama corresponde ao limite de quantificagcdo e o limite superior corresponde a concentragao
a partir da qual se observam anomalias significativas na sensibilidade do método dado pelo
limite de linearidade. Para avaliar a gama de trabalho, é necessario considerar o procedimento
de calibragao proposto e a linearidade do método.

Alinearidade do método é a capacidade de um método fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdao de analito. Pode-se avaliar visualmente, através da anadlise do
coeficiente de correlacdo, por testes estatisticos e pela analise de residuos.

1- Teste de homogeneidade de variancias

Analisar 1 branco e 10 solu¢bes padrao do analito (pelo menos 6) distribuidas de igual
modo em toda a gama de concentragées. O primeiro e o Ultimo padrdo devem ser analisados
em 10 réplicas independentes. Determina-se o valor de PG de acordo com a expressao 2.

Compara-se o valor de PG com o valor tabelado de F para o nimero de graus de
liberdade adequado. Se o valor de PG for menor ou igual ao valor de F, entdo as diferencas
entre as variancias ndo sdo significativas e por isso a gama de trabalho esta bem ajustada.

2- Coeficiente de correlagao
Para avaliar se uma correlacdo (r) é significativa faz-se um teste de significancia para n-

2 graus de liberdade. Determina-se o valor de t pela expressdo 15:

B [r|[vn —2

Expressao 15

Compara-se o valor de t calculado com o valor de t tabelado. Se o valor calculado for
maior que o tabelado, entdo existe correlacdo entre os valores de x e y.
3- Testes estatisticos — Teste de Mandel
O teste de Mandel avalia se a funcao mais adequada para representar a calibracao é

linear ou uma funcdo quadratica. A diferenca das varidncias é calculada com a expressdo 16

35,
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DS? = (N - 2) : S§ - (N - 3) : S}zrz Expressdo 16

Com isto, é calculado o valor teste PG com a equagdo 17:

_ DS?
%,

PG

Expressao 17

Compara-se o valor PG com o F tabelado para n2 graus de liberdade igual a 1 no
numerador e n — 3 no denominador. Se PG for menor ou igual ao valor de F, entdo a funcao
de calibragado é linear.

4- Andlise de Residuos

A partir da analise dos residuos calculados a partir da express3o yi —9i. E possivel analisar

tendéncia e avaliar se a funcdo é linear e ainda permite avaliar se é necessario rejeitar valores

(se yi —yi for superior a 2 vezes o valor de Sy/x).

2.3.1.7. Precisao

A precisdo avalia a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetido sobre
a mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas. A precisdo é
geralmente avaliada em trés condicbes: repetibilidade, reprodutibilidade e precisdo

intermédia. A precisdo geralmente varia com a gama de concentracGes. Esta pode ser

representada pelo desvio padrao, conforme mostra a expressao 18 35,

n
i (Xi—%)2
S = —Zl—;_‘l Expressdo 18

onde s é o desvio padrao; n o nimero de réplicas; xi valor individual e X a média dos valores.

Também é possivel a exprimir a precisdo através do coeficiente de variacdo (CV),

expresso pela expressao 19 38,

CV =

X | wn

x 100 Expressdo 19

em que s é o desvio padrdo e X a média dos valores considerados.
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2.3.1.7.1. Repetibilidade
A repetibilidade exprime a precisao de um método realizado em condigdes idénticas, ou
seja, a mesma amostra, mesmo laboratério, mesmo analista, equipamento, mesmo tipo de

reagentes e curtos intervalos de tempo. E avaliada a partir da aproximagdo entre os resultados

de medigdes sucessivas 3,

A partir do desvio padrao, neste caso desvio padrao de repetibilidade (Sr) é calculado o
limite de repetibilidade, r (expressao 20), que é definido como o valor abaixo do qual se deve

situar, para uma dada probabilidade, a diferenca entre dois ensaios.

r=2,8sr Expressao 20
O valor de r permite ao analista decidir se a diferenca entre valores de duplicados de
uma amostra (analisada sob condi¢cOes de repetibilidade) é significativa de acordo com a

expressao 21:
| Xi— X1 | < Expressdo 21

O coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVr), para um determinado nivel de

concentracdo, é expresso, em percentagem através da expressdo 22:
Sr ~
CV, = = 100 Expressdo 22

onde CVr é numericamente igual ao desvio padrao de repetibilidade (Sr) dividido pela média

dos valores considerados.

2.3.1.7.2. Reprodutibilidade

As condicdes de reprodutibilidade referem-se a precisao de um método efetuado em
condicGes de ensaio diferentes, utilizando o mesmo método, sobre a mesma amostra,
variando condigdes tais como o laboratdrio, o operador, os equipamentos e épocas diferentes
35

Tal como a repetibilidade, a reprodutibilidade pode ser expressa a partir do desvio
padrdo de reprodutibilidade (SR) obtido em ensaios interlaboratoriais. O SR permite
determinar o limite de reprodutibilidade R (expressdo 23).

R=2,8SR Express3o 23
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Este limite define o valor abaixo do qual dois resultados de medida se devem situar, para
uma dada probabilidade, em condigGes de reprodutibilidade.
Do mesmo modo, o coeficiente de variagdo de reprodutividade (CVy) é expresso tal

como o de repetibilidade, em percentagem, dado pela expressao 24:

CVr = STR -100 Expressdo 24

X

Estas duas medidas de dispersdo referidas representam os extremos da variabilidade de
um método de ensaio, sendo a repetibilidade uma medida de variabilidade minima e a

reprodutibilidade uma medida de variabilidade maxima dos resultados.

2.3.1.7.3. Precisdo intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra, amostras
idénticas ou padroes, utilizando o mesmo método, o mesmo local, e medi¢des repetidas ao
longo de um periodo extenso de tempo, fazendo variar uma ou mais condicdes (diferentes
analistas; diferentes equipamentos; diferentes épocas; com/sem verificacdo da calibragdo,

etc.). Esta medida de precisdo é a mais representativa da variabilidade dos resultados habitual

num laboratério °.

Para determinar a precisdao intermédia de um método, efetuam-se pelo menos 6
medi¢cdes em duplicado, sobre a amostra, nas condicbes pré-definidas. No caso de as
medi¢des serem realizadas em duplicado, aplica-se a equagdo x para determinar o desvio

padrdo da precisdo intermédia (Si) dado pela expressdo 25:

t

. 1
Si= \/z—tZ(yjl - y,-z)z Expressdo 25

i1

onde t € o nUmero de amostras ensaiadas, j o nimero da amostra (que vai de 1 a t amostras),

yj1 0 primeiro resultado obtido para a amostra j, yj —segundo resultado obtido para a amostra
j-

O coeficiente de variagdo médio (CVyi), é calculado pela expressdo 26:

CV,. = % 100 Expressdo 26
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onde o desvio padrdo da precisdo intermédia (Si) é dividido pela média dos resultados das
amostras (y7) expresso em percentagem.
Através do desvio padrdo da precisdo intermédia pode ser calculado o limite da precisao

intermédia relativo de acordo com a expressao 27:

n o= 2228 %100
-

Expressao 27

2.3.1.8. Robustez

A robustez de um método analitico mede a capacidade do método a resistir a pequenas
variagdes nas grandezas experimentais. Para testar se um método é robusto, recorre-se ao
teste de Youden. Este teste para além de avaliar a robustez, permite verificar a influéncia dos
fatores nos resultados e ordend-las. Pode-se realizar a variacao de (até) 7 fatores diferentes
que podem influenciar o resultado, através de ensaios realizados sobre uma amostra em
replicado, permitindo assim, ordenar os fatores por ordem de influéncia e avaliar o efeito de

cada fator estudado 383,

2.3.2. Parametros de avaliacgdo direta

2.3.2.1. Exatiddo

A exatiddo dos métodos de ensaio é indicada, essencialmente, através da avaliacdo
direta que requer os componentes dos erros aleatérios e sistematicos associados. A qualidade
de um resultado analitico pode ser avaliada com base nos pardmetros de desempenho:
veracidade (ou justeza), precisao e incerteza.

Apesar da exatiddo se encontrar nas ferramentas da avaliagdo indireta, esta é

determinada utilizando ferramentas da avaliacdo direta 3,

Corresponde ao grau de
concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro. J& a justeza, segundo o

vocabuldrio internacional de metrologia, corresponde ao grau de concordancia entre a média
dum ndmero infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia 39,

A exatiddao tem o objetivo de analisar o quao préximo o valor obtido pelo método se

encontra do valor de referéncia “°. Assim, é afetada pela presenca de erros sistematicos, e
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pode ser estabelecida através das analises realizadas com o auxilio de materiais de referéncia
certificados (MRC), a partir de ensaios interlaboratoriais (ECI’s) ou testes de recuperagao e
comparativos.

Os ensaios interlaboratoriais sdo ensaios que permitem avaliar o desempenho dos
laboratérios, sob as mesmas condicdes ou condig¢des relacionadas. Existem diversos tipos de
ensaios interlaboratoriais consoante os objetivos a que se destinam. Os ensaios de aptidao
avaliam o desempenho dos laboratérios participantes sendo por vezes condicdo para a
acreditacdo do laboratdrio.

Um material de referéncia certificado (MRC) é usado na validagdo de um método e
possui um valor de concentracdo e incerteza associada. Vem acompanhado com um
certificado e deve ser adquirido a um fornecedor credivel e reconhecido. Através de um MRC
é possivel avaliar o desempenho do laboratério. O valor obtido é comparado com o valor
certificado e determina-se o bias, avaliando assim a veracidade.

Para avaliar os resultados obtidos da andlise de um MRC, pode-se calcular o erro relativo
(% RE), o fator de desempenho (Z-score), o erro normalizado (En) e a percentagem de
recuperacao (% R), determinados a partir das expressdes 28, 29 e 30, respetivamente. Podem

também ser feitos testes de hipSteses recorrendo a express3o 31 (tabela 3) 3.

Tabela 3: Tabela resumo de parametros que possibilitam a estimativa da exatiddo: erro relativo, Z-score, erro
normalizado e teste t 3.

Parametro Calculo Expressdo | Observagoes
Erro relativo Xlab é o valor médio do MRC obtido
ER (%)=(Xlab_XV)X100 28 experimentalmente; Xv o valor aceite como
Xv verdadeiro do MRC.
Z-score O desempenho é classificado consoante o valor de
7 = Xlab—Xv) 29 Z, em mddulo. Se|Z| for inferior ou igual a 2, o

S desempenho é considerado satisfatorio, se |Z| fica

compreendido entre 2 e 3, o desempenho é
questionavel e nas situagdes em que |Z| é maior
gue 3, o desempenho é ndo satisfatério.

Erro En = ——Jab-Xv) Ulab é a incerteza do laboratdrio no seu resultado;

normalizado VUZlab+Uref 30 Uref é a incerteza do valor verdadeiro

Teste de O valor de |t]| é comparado com t tabelado para n-

hipétese 1 graus de liberdade. Quando |t| < t tabelado, n3o
_ (Xlab—-Xv) x VN 31

t ha evidéncias significativas que existem erros
sistematicos, logo o ensaio é satisfatorio. Se |t]|>t
tabelado, ha evidéncia significativa que existem

erros sistematicos, logo o ensaio é ndo satisfatorio.

Sxlab
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2.3.2.2. Incerteza

Segundo o Vocabuldrio Internacional de Termos Basicos e Genéricos em Metrologia

(VIM), define-se como incerteza o “resultado de uma medigdo, que caracteriza a dispersdo de

valores que poderiam ser razoavelmente atribuidas ao mensurado” a1

Em relagdo ao calculo da incerteza, pode-se considerar a abordagem passo-a-passo,
através de ensaios interlaboratoriais e através de dados intra-laboratoriais 42.

A norma ISO 11352 considera a estimativa de incerteza combinando a incerteza da
precisdo intermédia (reprodutibilidade intra-laboratorial — u(RW, relaﬁvo)) e justeza do método
e/ou laboratério (quantificado ao bias - u(bias) rejative) -

A incerteza associada aos erros aleatérios pode ser quantificada através do recurso a
amostras de controlo (DPCS). A componente de incerteza de precisdo intermédia
(u(RW, relativo)) POde ser avaliada através do desvio padrdo de amostras de controlo (Rw). Por

sua vez 0 Ry relativo € O u(RWI relativo) sao calculados através das expressdes 32 e 33:

Rw

"y Expressao 32

Rw, relativo =

Expressao 33

2
Zin=1 (U(RW, relativo))

ngr

u(RW, relativo) =
w

O bias (desvio) é uma estimativa dos erros sistematicos que pode ser estimado

recorrendo a ensaios interlaboratoriais através da expressao 34 a4,

: — 2 2 x
u(bias) elativo = \/RMSbias, relativo T UW(CRef) Felativo Expressdo 34

em que 0 RMS2..¢ relativo © U(CRref)relativo S30 calculados pelas expressdes 35 e 36 *°:

Zinz 1(biasrelativo)2

RMSbias, relativo —

NpTt Express3o 35
§ .
u(CRef)relativo = 1,253 X % Expressdo 36

A partir das incertezas relativas, obtém-se a incerteza combinada relativa através da

expressao 37 46,
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2
— : 2 ~
Urelativo = \/ U(Rw, relativo) + u(bias) eiativo Expressdo 37

Aincerteza expandida corresponde ao intervalo no qual se espera que haja uma grande
fracao da distribuicdao dos valores que podem ser atribuidos a mensuranda. Para estimar a
incerteza expandida multiplica-se o valor da incerteza combinada por um fator de expansao,

k, para um dado nivel de confianca (para 95 %, k = 2; express3o 38) *°:

Urelativo = K X Urelative Expressao 38

2.3.3. Teste de rejei¢cao de valores

Antes de iniciar qualquer tratamento de resultados, deve-se verificar o afastamento ou
resultados discrepantes das medic¢des, sendo necessario utilizar o teste de Grubbs, de acordo

com a expressao 39:

[xs - X|

Gcalculado = Express3do 39

S

onde xs é o valor suspeito, o valor médio é x e s é o desvio-padrio.
Para um dado niumero de observagdes e para um nivel de confianga (90 %), o Gcalculado

deve ser menor do que o Gtabelado para que o valor suspeito ndo seja considerado aberrante

em relagdo ao conjunto de dados considerados 38

32



3. Parte Experimental
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Para a validagao do método NP 1987:2002 - Determinagao do teor de Hyp em carnes e
produtos carneos, foram analisadas solu¢Ges padrdes, amostras de controlo, amostras reais
de carnes, produtos carneos e derivados.

Durante a validagao foram realizados ensaios para avaliar os seguintes parametros de
desempenho: limite de quantificacdo, linearidade, gama de trabalho, precisdo (repetibilidade

e precisdo intermédia), veracidade e incerteza.

3.1. Materiais e Reagentes:

Balanca analitica, Startorius, + 0,1 mg (gama: 0 a 220 g).

e Balanca eletrdnica de precisao, Startorius, + 1 mg (gama: 0 a 620 g).

e Equipamento mecanico Retsch GM 200, para homogeneiza¢do a amostra.

e Banho de agua com termdstato Julabo SW 22, reguldvel a 60 + 0,5 C (gama: 0 a 99,9
oC).

e Estufa de secagem regulavel Venticell, a 105 £ 0,5 °C.

e Papel de filtro, Whatman de porosidade 150 mm.

e Espetrofotémetro Shimadzu UV-1800 + 0,00001 unidade de A, com lampada de
halogénio e filamento de tungsténio (gama: 190 a 1100 nm).

e (Células descartaveis.

e Matrazes de volume aproximado 50 mL.

e BalGes volumétricos classe A de 250 + 0,15 mL.

e Vidros de relégio de diametro 60 mm.

e Tubos de plastico de volume aproximado 10 mL e rolhas.

e Desionizador de dgua de leito misto, agua do tipo 2, fornecedor ATS.

e Pipetas volumétricas classe A.

As caracteristicas dos reagentes utilizados encontram-se descritas na tabela 4.
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Tabela 4: Reagentes utilizados e as suas propriedades.

Reagente Férmula Pureza Massa Densidade Marca
(%) molar (g/cm?)
(g/mol)

Acetato de sddio anidro CH3COONa 99,9 82,03 1,53 Merck
4-(dimetillamino)benzaldeido CoH11NO 100 149,19 1,22 Merck
Acido citrico monohidratado CsHsO7.H20 99,5 210,14 1,54 Panreac
Hidroxido de sddio NaOH 99,4 40,00 2,13 Merck
Trans-4-hidroxi-L-prolina CsHoNO3 100,1 131,13 610 Alfa Aesar
Acido sulfdrico 3 M H2S04 96 98,08 1840 Honey well
1 Propanol (CH3)2.CHOH 99,9 60,09 803 VWR
2 Propanol (CHs)2CHOH 100 60,1 786 VWR
Acido perclérico HCIO4 61 100,46 1,67 VWR
Cloramina T trihidratada CsH7CINaNO;S.3H.0 99,3 281,69 540 - 680 Merck

Os residuos devem ser eliminados num recipiente préprio para nao halogenados.

3.2. Preparagao das amostras

A quantidade de amostra ndo devera ser inferior a 200 g sempre que possivel. A amostra

é preparada de acordo com o tipo de carne, e qualquer exsudado, gelatina ou gordura deve

ser incluido na homogeneizacao 47,

4.2.1. Fiambre inteiro ou em pedagos:

Cortar uma fatia de 1 cm de espessura na parte mais larga do fiambre, tirando uma tira

de 3 cm de altura (ou o maximo possivel) da camada de gordura, incluindo o courato.

4.2.2 Enchidos e ensacados de carne:

Retirar qualquer tripa e/ou pelicula, que esteja a revestir o produto.

4.2.3 Produtos fumados:

Retirar toda a camada exterior fumada, incluindo os couratos e gordura adjacente.

4.2.4 Carne de animais de sangue quente, figado e rins:

Remover os 0ssos, tenddes, tecido conjuntivo e gordura visivel. Ndo cortar o rim, mas

sim homogeneiza-lo todo.
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Depois de devidamente preparada, a amostra deve ser homogeneizada no moinho

granulador, transferida para copo de pldstico que deve ser completamente cheio. A amostra

deverd ser analisada nas 24 horas subsequentes se for refrigerada, ou congelada até a data

da andlise.

Relativamente aos produtos crus, a amostra deve ser colocada no congelador de modo

a que se atinja uma temperatura abaixo de 0 2C. Deve ser cortada fria, em pequenos cubos.

Deve depois ser colocada em frascos de vidro fechados e aquecidos num banho de agua de

modo a manter a temperatura de, pelo menos, 70 2C, durante 30 minutos. S6 depois de

arrefecer deve ser homogeneizada e armazenada como descrito anteriormente 46

3.3. Matrizes alimentares estudadas

No presente trabalho foram utilizadas diversas matrizes para validar o método

estudado. Estas matrizes encontram-se no grupo das carnes, produtos carneos e derivados e

estdo representadas na tabela 5.

Tabela 5: Matrizes estudadas na validagdo do método: carnes, produtos carneos e derivados.

Matrizes

Exemplos

Carne

Tiras de frango, bacon, toucinho e peito de peru

Carne processada

Fiambre, mortadela e salsicha

Carne picada

Carne picada

Enchidos, produtos carneos e derivados

Chourico, paio, alheira, morcela, paté e pratos cozinhados

3.4. Procedimento

3.4.1. Preparacdo de solugdes

e Solugdo de acido sulfurico, (H2504) — 3 mol/L:
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Medir 750 mL de agua para um baldo volumétrico de 2000 mL. Adicionar devagar,
agitando sempre, 330 mL de acido sulfurico. Arrefecer a temperatura ambiente e completar

o volume com agua.

e Solucdo-tampao, pH 6,8:
Esta solucdo é preparada a partir de 26,0 g de acido citrico monohidratado (CéHgO7.H20),
14,0 g de hidréxido de sédio (NaOH) e 78,0 g de acetato de sddio anidro (NaCH3CO;). Dissolver
os reagentes indicados em 500 mL de agua e transferir quantitativamente para um baldo
volumétrico de 1000 mL. Adicionar 250 mL de 1-propanol e completar o volume com 3agua.

Esta solucdo é estdvel durante vdrias semanas, quando preservada a 4 2C no escuro.

e Reagente de cloramina T:
Dissolver 1,41 g de cloramina T trihidratada em 100 mL de solu¢dao tampao. Preparar

esta solucdo e usa-la imediatamente.

e Reagente de cor:
Dissolver 10,0 g de 4-dimetilaminobenzaldeido em 35 mL de solucado de acido perclérico
(60 %) e adicionar lentamente 65 mL de 2-propanol. Preparar esta solugdo no préprio dia da

utilizagao.

e Solucdes padrao de trans-4-hidroxi-L-prolina:

Preparar uma solugdo mae por dissolucdo de 50 mg de trans-4-hidroxi-L-prolina em
agua, num baldo volumétrico de 100 mL. Adicionar 1 gota de solucdo de acido sulfurico e
completar o volume com agua. Esta solugdo é estdvel durante pelo menos um més a 4 2C.

No dia da utilizacdo, transferir 5 mL da solu¢cdo mae para um baldo volumétrico de 500
mL e completar o volume com dgua. Preparar 6 solugdes-padrdao, medindo com pipeta de
precisdo 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mL desta solucdo para baldes de 100 mL. Prefazer os volumes
com agua e homogeneizar. Estas solucdes padrao tém respetivamente 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0

e 2,5 ug/mL de Hyp.

3.4.2. Andlise das solugdes padrao

° Transferir 4,00 mL da solugdo para um tubo de ensaio de plastico e adicionar 2,00
mL de reagente de cloramina T. Agitar e deixar 20 min £ 1 min em repouso a

temperatura ambiente.
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° Adicionar 2,00 mL do reagente de cor a cada um dos tubos, agitar vigorosamente
e tapar com rolha de plastico.

. Levar rapidamente os tubos a um banho de dgua a 60 + 0,5 2C durante 20 min.

° Arrefecer os tubos sob dgua corrente durante pelo menos 3 min e manter a

temperatura ambiente durante 30 min.

. Medir a absorvancia a 558 nm numa célula de vidro contra agua, usando o
espetrofotémetro.
. Subtrair a absorvancia medida para o branco e ler a concentragdao em Hyp, a partir

da curva da calibragdo obtida.

3.4.3. Analise da amostra

e Pesar, com a aproximacdo de 0,001 g, cerca de 4 g de amostra para um matraz de 50
mL, garantindo que nao fica amostra aderente as paredes do matraz.

e Adicionar 30 mL+ 1 mL de solucdo de acido sulfurico 3 M a amostra contida no matraz.
Cobrir com um vidro de reldgio e colocar na estufa durante 16 h a 105 + 0,5 °C (figura

7).

Figura 7: Amostras contidas no matraz com 30 mL de acido sulfurico 3 M prontas para irem 16

horas a estufa a 105 °C

e Filtrar o hidrolisado através de papel de filtro para um baldo volumétrico de 250 mL.

Lavar o baldo e o papel de filtro 3 vezes com 10 mL de solug¢do de acido sulfirico 3 M
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aquecida e adicionar o liquido das lavagens ao filtrado do hidrolisado. Completar o
volume com agua e homogeneizar.

e Medir para um baldo volumétrico de 250 mL um volume (V) do hidrolisado (entre 5 e
25 mL, dependendo da quantidade de tecido conjuntivo da amostra), tal que depois
de completado o volume com dgua a concentracdo em Hyp esteja compreendida entre
0,25 pg/mL e 2,5 pg/mlL.

e Transferir 4,00 mL desta solucdo para um tubo de ensaio de plastico e prosseguir como

descrito nas solugdes padrao.

Ensaio em branco: Executar o procedimento descrito substituindo o hidrolisado diluido

por 4,00 mL de cada uma das quatro solucdes-padrao diluidas de Hyp. O valor de absorvancia

deve ser inferior a 0,040, pois este é o critério de aceitacdo do branco definido na norma a4
3.5. Apresentagao de resultados

Os resultados devem ser apresentados com arredondamento as centésimas em toda a

gama de trabalho.
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4. Tratamento e Discussao de Resultados
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4.1. Validagao do método de determinagao da Hidroxiprolina

Para a validagdao deste método, utilizaram-se amostras analisadas no laboratério da

Silliker, Portugal S.A., cartas de controlo dos DPCS e dados de ensaios interlaboratoriais.

4.1.1. Calibragao para o teor de hidroxiprolina

Neste método analitico, a curva de calibragao obtida representa a absorvancia avaliada
no comprimento de onde de 558 nm em func¢do da concentracao de Hyp. A partir da reta de
calibragdo é possivel determinar por interpolagao a concentragdo do analito na amostra.

Em cada andlise foi tracada uma curva de calibracdo e na tabela 6 apresenta-se os dados
de concentracdes dos padrbes e dos seus valores de absorvancia referentes ao dia 30-07-

2019.

Tabela 6: Concentracdo de Hyp (ug/ml) das solu¢des padrdo e respetivos valores de absorvancia.

Padroes Concentragao Absorvancia

(ng/mL) (A =558 nm)
P5 0,25976 0,06393
P10 0,51952 0,12395
P20 1,03904 0,24590
P30 1,55856 0,36270
P40 2,07808 0,48132
P50 2,59760 0,58142

Apesar de na norma NP 1987:2002 referir a preparacdo de quatro solucdes padrao para
a construcdo da reta de calibracdo (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ug/mL), decidiu-se adicionar mais duas
solugdes padrao de modo a aumentar a gama de trabalho, acrescentando o padrao de
0,25 pg/mL e o padrdo de concentracdo mais elevada 2,5 pg/mL.

A existéncia de outliers na reta de calibragdo foi avaliada através da aplicacdo da
condicdo |yi - yi|> 2Sy/x e como nenhuma diferenca entre o valor experimental e o valor
interpolado na reta, em mddulo, foi superior a duas vezes o valor dos residuos, nenhum valor
foi rejeitado.

A partir dos valores apresentados na tabela 6, tracou-se a reta de calibracdo

apresentada na figura 8.
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Figura 8: Reta de calibracdo da absorvédncia (A=558 nm) em fungdo da concentragdo de Hyp (ug/mL).

A reta de calibracdo de equagdo: A = (0,226 * 0,011) C(ug/mL) + (0,0062 + 0,0076)
apresenta um bom ajuste pois o coeficiente de correlagdo é elevado (r=0,9996) e superior ao
que é geralmente definido como aceitavel (0,995) 3°. Pode-se ainda verificar que a ordenada
na origem engloba o ponto (0,0). Assim, pode concluir-se que a reta apresenta os parametros
adequados para traduzir a variagdo da absorvancia com a concentrag¢ao da Hyp. Para além do
valor do coeficiente de correlacdo, deve-se analisar numa curva de calibracdo a gama de
trabalho, a linearidade e a estabilidade do declive.

Para a validacdo das curvas de calibracdo sdo analisados o padrdao mais baixo e o padrao
mais alto, no inicio de cada analise. A cada 10 amostras é analisado um padrao de controlo
(consoante a gama de absorvancias lidas) para verificar a validade da curva de calibracdo
durante toda a andlise. Considera-se que os valores obtidos para os padrdes de controlo sdo
aceitaveis se o seu erro relativo for igual ou inferior a 10 %. Este valor foi definido pelo
laboratério.

O valor obtido para o padrao de menor concentragao é registado sempre que se traca
uma curva de calibracdo. Relativamente ao padrdao mais alto, obtido no inicio de cada analise,
apenas é feito o seu registo e verificada a sua conformidade.

Na tabela 7 estdo representados os valores do padrdo mais baixo registados tal como o
critério para a sua aceitacao.

O erro relativo do padrdo de menor concentracao obtido foi sempre inferior a 10 %, o

gue permitiu aceitar todos os valores.
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Tabela 7: Concentragdo de referéncia do padrdo mais baixo e concentragdo obtida experimentalmente desse
padrdo, erro relativo e aceitagdo.

Data Concentragdo de Concentragdo obtida | Erro relativo Aceitagdo
referéncia do padrao do padrao (%) (< 10 %)
(0,25 pg/mL) (2,5 pug/mL)
24-07-2019 0,25976 0,25490 3,37 Sim
30-07-2019 0,25976 0,25770 1,87 Sim
05-08-2019 0,25976 0,25125 0,79 Sim
13-08-2019 0,23310 0,24610 7,79 Sim
19-08-2019 0,25125 0,25020 2,05 Sim
26-08-2019 0,25125 0,25720 0,42 Sim
04-09-2019 0,26527 0,25650 3,30 Sim
09-09-2019 0,26527 0,25610 3,46 Sim
16-09-2019 0,26527 0,26660 0,50 Sim
21-09-2019 0,26527 0,25660 3,27 Sim

4.1.1. Determinagao do teor de hidroxiprolina nas amostras

A concentracdo de Hyp determinada nas amostras é expressa em g/100 g de Hyp, sendo

obtida a partir da expressdo 40:

6,25 x Ci
massa x volume

C=

Expressao 40

sendo 6,25 o fator de conversao; Cia concentracdo de Hyp na amostra determinada pela curva
de calibracdo, expressa em pg/mL; V, o volume utilizado na dilui¢cdo (entre 5 e 25 mL), em mL

e m, a massa da toma da amostra em g.

4.1.2. Sensibilidade

Uma vez que a curva de concentracdo é representada pelo modelo linear, a sensibilidade
é constante ao longo de toda a gama de trabalho, portanto corresponde ao declive da reta de
calibragao.

Como ja foi referido foram tracadas diversas retas de calibracdo cujas equacOes
encontram-se apresentadas na tabela 8. Como se pode observar durante o periodo
apresentado, os declives mantiveram-se estaveis, isto é, constantes, havendo uma excecdo
no dia 09-09-2019 em que o declive é mais baixo (0,2079 mL/ug). Foi realizado um teste de
rejeicdo de valores e verificou-se que o valor ndo era desprezavel face a distribuicao dos

outros valores.
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Tabela 8: Equacgdes das retas de calibracdo do periodo estudado.

Data Equacao da reta de calibragao
24-07-2019 y =(0,2251 + 0,0070) x + (0,0059 + 0,0048)
30-07-2019 y =(0,225 £ 0,011) x + (0,0062 + 0,0076)
05-08-2019 y =(0,2267 + 0,0069) x + (0,0052 + 0,0047)
13-08-2019 y = (0,230 + 0,010) x + (0,0055 + 0,0071)
19-08-2019 y =(0,2276 + 0,0081) x + (0,0050 + 0,0057)
26-08-2019 y =(0,2272 £ 0,0047) x + (0,0045 + 0,0033)
04-09-2019 y =(0,2245 + 0,0011) x + (0,0061 + 0,0071)
09-09-2019 y =(0,2079 £ 0,0073) x + (0,0044 + 0,0049)
16-09-2019 y =(0,2261 + 0,0026) x + (0,0024 + 0,0018)
21-09-2019 y =(0,2230 + 0,0099) x + (0,0067 + 0,0066)

Assim pode concluir que os valores obtidos para os declives variam entre 0,2079 e 0,2276

apresentando um valor médio de 0,2243 com um desvio padrdo de 0,0057.

4.1.3. Linearidade

A linearidade pode ser avaliada através da representacao grafica da fungao linear e do
calculo e andlise do coeficiente de correlacdo (r) de pelo menos 5 curvas de calibracao.

No laboratoério, a estabilidade dos declives é avaliada através de uma carta de controlo
ja estabelecida em que o valor central e os limites de aviso superior e inferior e de controlo
superior e inferior sdo 0,2181; 0,2340; 0,2023; 0,2420 e 0,1943; respetivamente. Assim,
sempre que é tracada uma nova curva de calibragdo, o declive é determinado, registado e
monitorizado numa carta de controlo

No periodo entre 24-07-2019 e 21-09-2019 tracaram-se 10 retas de calibra¢do, cujos
declives ja foram apresentados na tabela 8 e cuja a média dos coeficientes de correlacdo foi
de 0,9998.

Na figura 9 é apresentada a carta de controlo de amplitudes obtida onde estdo
apresentados 10 declives obtidos durante o periodo estudado. A linha central é obtida pelo
valor atribuido correspondente a média das medicdes repetidas, X, do ano 2018 no
laboratério. Os limites de aviso e controlo (LA e LC, respetivamente) sdo determinados pelas
expressdoes 41 e 42:

LA=X+2s Expressdo 41
LC=X+3s Expressdo 42
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Os valores obtidos referentes aos parametros da carta de controlo estdo apresentados

na tabela 9:

Tabela 9: Valores das linhas central (média), LA e LC da carta de controlo dos declives da reta de calibragdo.

Média Desvio LAS LCS LAI LCl

x Padrao X+20 xX+30 X —20 x—30
(mL/pg) (mL/ug) (mL/ug) (mL/ug) (mL/ug) (mL/ug)
0,2181 0,0079 0,2340 0,2420 0,2023 0,1943

Pela analise da carta de controlo, pode concluir que existiu apenas uma situacdao em que
o declive diminuiu e esteve a baixo da linha central, ao contrario dos outros valores que

estiveram sempre acima desta linha. Como este valor foi uma situacdo Unica, esta nao

representou uma situagao fora de controlo.

No laboratorio, é considerado uma tendéncia sistematica fora do controlo, séries de 7
ou mais pontos consecutivos a moverem-se para cima ou para baixo ou um conjunto de 8 ou

mais pontos acima ou a baixo da média. Nesta carta de controlo, caso o declive de dia 09-09-

2019 nao tivesse dimuido, ter-se-ia verificado esta situacao.
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Figura 9: Carta de controlo dos declives no periodo estudado.

4.1.4. Limite de quantificagao

O limite de quantificacao (LQ) foi determinado a partir da equacdo da reta de calibracao.

Como o LQ é a concentracdo minima que o método é capaz de quantificar é necessario
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converter esse valor em unidades de concentra¢do (em g/100 g) recorrendo a equacdo 40
(considerando a massa utilizada de 4 g assim como o volume maximo de 25 mL).

O LQ foi determinado sempre que se tracou uma nova reta de calibracdo e foi
monitorizado numa carta de controlo. O valor aceite pelo laboratdério, para este limite foi
definido a partir do valor obtido utilizando o padrao de quantificacdo, que nestes casos é o
padrdo menor concentragdo (0,25 pg/mL considerando o valor estimado para volume de
filtrado 25 mL e massa da toma, 4 g).

O LQ obtido pelo método grafico é calculado sempre que realizada uma curva de
calibragdao, como forma de controlo e para confirmar que é inferior ao estabelecido pelo
laboratério.

Na tabela 10 sdo apresentados os limites de deteccdo e quantificacdo determinados,
assim como o limite de quantificacdo definido pelo laboratério. Estes limites sdo registados e

controlados diariamente.

Tabela 10: Limite de detecgdo, LD, limites de quantificagdo, LQ, calculados no periodo do Projeto Individual e LQ
estabelecido pelo laboratério.

Data LD LQ LQ estabelecido pelo laboratério
(s/100¢g) | (g/100g) (g/100 g)
24-07-2019 | 0,00644 | 0,01951
30-07-2019 | 0,00409 | 0,00124
05-08-2019 | 0,00397 | 0,01204
13-08-2019 | 0,00572 | 0,01732
19-08-2019 | 0,00463 | 0,01404
26-08-2019 | 0,00269 | 0,00816 0,0200
04-09-2019 | 0,00616 | 0,01866
09-09-2019 | 0,00459 | 0,01391
16-09-2019 | 0,00151 | 0,00459
21-09-2019 | 0,00577 | 0,01749
Média 0,00456 | 0,01270

Pode verificar-se que todos os LQ se encontram abaixo do limite estabelecido pelo

laboratorio.

4.1.5. Gama de trabalho
No laboratério, a gama de trabalho é atualizada anualmente e é realizado um estudo de

todo o histérico das amostras, onde se encontra registada a menor concentracdo de Hyp
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quantificada e também a maior. As concentragdes no ano de 2019 encontram-se

compreendidas entre 0,02 g/100 g (limite de quantifica¢do) e 1,00 g/100 g.

Foi realizado um teste de homogeneidade de variancias (tabelas 11 e 12) para confirmar

o ajuste da gama de trabalho. Foram analisadas dez réplicas independentes, no mesmo dia,

do padrao mais baixo e do mais alto, com a concentracao do branco corrigida e foi realizado

um teste F de Snedecor/Fisher para 95 % de probabilidade.

Tabela 11: Valores obtidos nas dez réplicas independentes do padrdo mais baixo e padrdao mais alto analisadas
no mesmo dia para realizar o teste de homogeneidade de variancias.

Data Padrao menor corrigido com o branco Padrao maior corrigido com o branco
(0,25 pg/mL) (2,5 pg/mi)
16-09-2019 0,1217 2,270
16-09-2019 0,1290 2,382
16-09-2019 0,1120 2,318
16-09-2019 0,1190 2,330
16-09-2019 0,1279 2,340
16-09-2019 0,1108 2,356
16-09-2019 0,1117 2,351
16-09-2019 0,1280 2,266
16-09-2019 0,1091 2,248
16-09-2019 0,1216 2,256

Tabela 12: Resultados obtidos da aplicagdo do teste de homogeneidade de variancias.

Parametros Padrao menor Padrao maior
(0,25 pg/ml) (2,5 pg/ml)
Média (ug/mL) 0,1191 2,312
Variancia (ug/mL)? 0,000060 0,0023
Desvio padrdo (ug/mL) 0,0078 0,048
Variancia relativa (%) 0,051 0,099
Desvio padrdo relativo (%) 2,1
PGcal 1,96
Ftab 3,18

A partir da andlise da tabela 12 pode-se observar que como o valor do PG é menor que o

valor de F tabelado, pode-se concluir que a gama de trabalho se encontra bem ajustada.
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4.1.6. Precisao

Para a determinagdo da precisdao foram realizados estudos ao nivel da repetibilidade e
da precisdo intermédia em diversas solucdes padrdo, amostras de controlo e amostras reais,

realizados no mesmo dia e em dias diferentes.

4.1.6.1. Repetibilidade

Como ja foi referido, a repetibilidade corresponde a precisdo de um método analitico,
quando efetuado sobre uma mesma amostra e em condi¢Ges idénticas, nomeadamente no
mesmo laboratério, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento e em curtos intervalos de

tempo.

Para avaliar a repetibilidade, determina-se o limite de repetibilidade para cada tipo de
amostra, que corresponde ao valor abaixo do qual se deve situar a diferenca entre dois
resultados. No entanto, neste método, o critério de aceitacdo para a repetibilidade ja é

definido pela norma NP 1987:2002 a partir da expressao 43:

r=0,0131+0,0322 w Expressdo 43

Assim, o valor absoluto da diferenca entre dois resultados independentes em condi¢bes
de repetibilidade ndao deve ser superior ao valor r obtido nessa expressao, em que w é a média
das duas réplicas.

Os valores obtidos entre o periodo 12-11-2018 e 24-07-2019 estdo apresentados na
tabela 13.

Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que na matriz carne picada o
critério de repetibilidade é 0,022 é sempre muito superior a diferenca entre réplicas (0,012),
cerca de 1,8 vezes. Para a matriz carne processada verifica-se que a diferenga entre réplicas é
muito inferior (mais de 2 vezes). Ja na matriz carne, a variacdo ainda é superior (cerca de 2,8)
e na matriz enchidos o valor médio do critério de repetibilidade (0,026) é igualmente superior
a diferenca média entre réplicas (0,014) correspondendo a 1,8 vezes.

Verifica-se que, para a matriz enchidos, o critério de repetibilidade tem um valor
superior em relagdo as restantes matrizes, uma vez que neste tipo de produtos, o valor de Hyp

€ maior e por consequéncia, a média entre réplicas é também mais elevada.
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Tabela 13: Dados dos 43 duplicados analisados para evidenciar o cumprimento da repetibilidade.

Matriz

Carne picada

Carne processada
(fiambre, mortadela e
salsicha)

Carne (tiras de frango,
bacon, toucinho e peito
de peru)

Enchidos (chourigo,
paio, alheira e morcela)
e
produtos carneos (paté
e pratos cozinhados)

Data

13-12-2018
08-01-2019
17-01-2019
23-01-2019
12-02-2019
18-02-2019
27-03-2019
29-03-2019
08-04-2019
26-06-2019
03-07-2019
03-07-2019
05-07-2019
10-07-2019
10-07-2019
15-07-2019
12-11-2018
19-11-2018
19-11-2018
07-02-2019
11-03-2019
20-03-2019
08-04-2019
01-04-2019
17-04-2019
24-06-2019
26-06-2019
24-07-2019
26-02-2019
06-05-2019
24-06-2019
26-06-2019
12-07-2019
15-05-2019
15-05-2019
15-05-2019
19-05-2019
19-05-2019
18-06-2019
03-07-2019
05-07-2019
10-07-2019
15-07-2019

Média
replicados
(g/100¢g)
0,44
0,34
0,30
0,33
0,43
0,18
0,24
0,23
0,34
0,20
0,27
0,24
0,21
0,28
0,20
0,27
0,16
0,15
0,19
0,28
0,43
0,11
0,35
0,08
0,16
0,34
0,18
0,09
0,12
0,25
0,31
0,07
0,49
0,13
0,73
0,22
0,11
0,51
0,13
0,94
0,29
0,29
0,65

Critério de
repetibilidade
r (/100 g)
0,03
0,02
0,02
0,02
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,03
0,02
0,04
0,02
0,02
0,03
0,02
0,04
0,02
0,02
0,03

|R1-R2|
(g/100g)

0,02
0,02
0,00
0,02
0,01
0,02
0,02
0,00
0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,02
0,01
0,01
0,00
0,01
0,01
0,00
0,02
0,00
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,02

Aceitacao
IR1-R2|
<r
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
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Assim, observa-se que independentemente da matriz estudada o cumprimento do
critério de repetibilidade é sempre verificado, ou seja, num curto espago de tempo, a
diferenga entre dois duplicados é sempre inferior ao valor do critério de repetibilidade

definido pela norma.

4.1.6.2. Precisdo Intermédia

Para o calculo da precisdo intermédia foram analisados 43 duplicados de amostras de
diferentes matrizes.

Com os ensaios de cada amostra em duplicado realizados em dias diferentes é possivel
avaliar a precisdo em condi¢Ges de precisdo intermédia a partir da determina¢do do desvio
padrdo dos resultados obtidos e ainda exprimir o resultado a partir do coeficiente de variacao.

A tabela 14 apresenta estes valores respetivamente.

Tabela 14: Parametros carateristicos da precisdo intermédia. Desvio padrdo da precisdo intermédia, spi, Limite

de precisdo intermédia relativo, rp| e coeficiente de variacdo da precisdo intermédia, CVp|.

N2 de amostras SpI rei CVpi
(ng/mL) (%) (%)
43 0,0091 9 3

Através dos dados dos duplicados, foi possivel obter o valor do desvio padrao da
precisdo intermédia (0,0091). Por sua vez, o valor de limite de precisdo intermédia obtido foi
9 %, o que significa que a diferenga entre dois valores obtidos devera ser inferior a 9 %
independentemente do tempo que decorre entre os ensaios.

Pode-se concluir que o método é preciso, em condi¢des de precisdo intermédia, uma

vez que o CVp tem um valor baixo (3 %).

4.1.7. Veracidade

A veracidade pode ser demostrada com base nos resultados obtidos das matrizes
analisadas e nos resultados dos ensaios de comparacao interlaboratorial. Neste caso foram
utilizadas amostras de circuitos das empresas LGC, Deutsche Referenzbliro fiir Ringversuche &

Referenzmaterialien (DRRR) e Food Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS) (tabela

50



15). Estes ensaios servem para avaliar o desempenho dos laboratérios, sob as mesmas

condigdes ou condigdes relacionadas.

Tabela 15: Resultados obtidos nos ensaios interlaboratoriais.

Data Circuito Matriz Xlab Xref N2 lab. S Bias Z-
(ng/mL) | (ug/mL) | participantes | (pg/mL) (%) score

03-2017 LGC Carne 0,30 0,26 32 0,025 15,4 1,60

03-2017 LGC Carne 0,29 0,26 32 0,025 11,5 1,20

03-2017 LGC Carne 0,42 0,38 18 0,025 10,5 1,60

03-2017 LGC Carne 0,40 0,38 18 0,025 5,3 0,80

12-2017 DRRR linguica 0,20 0,24 10 0,036 17,0 1,11
cozida

12-2017 DRRR linguica 0,26 0,28 11 0,022 7,3 0,91
cozida

10-2018 FAPAS Carne 1,26 1,29 42 0,084 2,3 0,36
enlatada

10-2018 FAPAS Carne 1,22 1,29 42 0,084 5,4 0,83
enlatada

10-2018 FAPAS Carne 1,14 1,29 42 0,084 11,6 1,79
enlatada

04-2019 LGC Carne 0,34 0,32 27 0,025 6,3 0,80

A aceitacdo é feita através do valor de desempenho Z-score. Quando este é igual ou

inferior a 2, o desempenho é considerado satisfatério. Apesar de alguns valores de bias nao

serem satisfatorios, os valores do Z-score sdo todos aceitaveis.

Por isso, com base nestes resultados, demonstra-se que os valores de veracidade

obtidos cumprem os critérios estabelecidos para as matrizes estudadas e que o método pode

ser considerado justo.

4.1.8. Incerteza

A incerteza de medicdo associada ao método foi calculada também através de ensaios

interlaboratoriais.

Para a componente de incerteza de medic¢do associado ao bias (veracidade) do método

e do laboratdrio, ub foram calculados os parametros representados na tabela 16.
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O valor de up foi calculado através da expressdao 34 e do Ucref relativo, obtendo-se um

valor de 7,1 %. Este valor é considerado baixo, uma vez que se encontra abaixo do critério de

aceitacdo definido pelo laboratério (10 %).

Tabela 16: Dados utilizados para calcular a componente da exatiddo da incerteza (ug/mL).

Circuito | Matriz Xlab Xref Bias Desvio Média Ucref relativo
(ng/mL) | (pg/mL) relativo Padrdo | populagdo (ng/mL)
(ng/mL)
LGC Carne 0,40 0,38 5,263 0,025
DRRR Linguica cozida 0,26 0,28 -7,273 0,020
FAPAS | Carne enlatada 1,26 1,29 -2,326 0,080 30,333 1,588
FAPAS | Carne enlatada 1,22 1,29 -5,426 0,080
FAPAS | Carne enlatada 1,14 1,29 -11,628 0,080
LGC Carne 0,34 0,32 6,250 0,030

Em relacdo a componente associada a precisdo intermédia ou reprodutibilidade
intralaboratorial do laboratério, foram utilizados as médias dos valores dos DPCS ao longo do

ano e os valores e parametros calculados encontram-se na tabela 17.

Tabela 17: Parametros da componente incerteza associados a precisdo intermédia.

Rw, relativo u(RW, relativo, c)
3,329
3,317 5,7
7,149
7,512

Como o valor do up (7,1 %) é baixo, assim como o valor da estimativa da incerteza

associada a precisdo Urw, relativo (5,7 %), portanto a abordagem mostrou ser adequada para
a estimativa da incerteza.

A partir das incertezas relativas, foi obtida a incerteza combinada relativa segundo a
expressao 37, tendo-se obtido o valor de 9,1 %. A incerteza combinada relativa, multiplicada
pelo fator de expansao, k = 2 (expressado 38), permite estimar o valor da incerteza expandida
que representa um valor final da incerteza do método de 18 %. Embora o método utilizado
ndo apresente um valor referente a esta grandeza, considera-se que este valor é aceitavel

uma vez que cada uma das componentes da incerteza sdo baixas.
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4.2. Outros atividades realizadas

Para além da validagao do método apresentado foi também possivel desenvolver outras
atividades durante o Projeto Individual enquanto analista do laboratdrio de fisico-quimica.
Acompanhei as analistas principais nos diversos métodos analiticos do laboratdrio, ajudando
na localizagao das amostras, preparag¢ao de material, solugdes e reagentes.

Foram realizadas andlises de rotina no laboratério na matriz sumos de frutos e produtos
horticolas sendo determinado o residuo seco soluvel segundo o procedimento PAFQ.211 e a
norma NP 785, o teor de sélidos soltveis segundo o procedimento interno PAFQ.065 e norma
NP EN 12143 e determinagao da acidez total segundo o procedimento PAFQ.197, norma NP
1421 e norma NP EN 12147. Semanalmente estes trés parametros foram analisados em média
cerca de 25 amostras.

Relativamente a determinacdo do pH, as andlises foram realizadas segundo o
procedimento PAFQ.129, norma NP 3441 (matriz carne), norma ISO 7238 (matriz manteiga) e
NP EN 1132 (sumos de frutos e produtos horticolas). Diariamente foram analisadas em média

20 amostras.
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5. Conclusoes
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Atualmente, numa sociedade em que a fraude alimentar e a preocupacdo com a
qualidade e segurancga alimentar sdao cada vez maiores, os consumidores preocupam-se cada
vez mais com a informacdo nutricional dos alimentos, e a necessidade de existéncia de
métodos analiticos rapidos e seguros capazes de responder a estes desafios é inquestionavel.

O presente trabalho apresenta a validacdo de uma metodologia analitica para a
determinagdo do teor de Hyp de acordo com a norma NP 1987:2002, em matrizes de carne,
produtos carneos e derivados através da técnica de espetrofotometria.

O processo de validacdo do método estudado iniciou-se com a construcao de retas de
calibragdo. Pela anadlise de declives foi possivel comprovar a sensibilidade do método. Foi
possivel também verificar e concluir que a gama de trabalho estava bem ajustada (entre 0,02
g/100 g e 1,00 g/100 g), tendo-se obtido uma boa linearidade (0,9998), permitindo confirmar
gue o ajuste linear é adequado ao uso pretendido.

A partir do estudo da determinacao do limite de quantificacdo (0,02 g/100 g) foi possivel
concluir que este é apropriado para analise de rotina.

Os ensaios efetuados para avaliar a precisdo através de duplicados em condigdes de
repetibilidade permitiram verificar o cumprimento do critério definido e em condicdes de
precisdo intermédia (CVp de 3 %) permitiram demonstrar que os resultados sao satisfatorios
por se encontrarem dentro dos critérios estipulados (< 10 %). Foi possivel averiguar ainda que
todos os duplicados analisados cumpriram o critério de repetibilidade definido pela norma NP
1987:2002 (r=0,0131+0,0322 w).

Os resultados de ensaios interlaboratoriais em que o laboratério obteve resultados
satisfatorios permitiram concluir acerca da veracidade demostrando que o método é justo

considerando os valores de Z-score obtidos. Foi ainda possivel obter a estimativa de incerteza

gue demonstrou ser adequada (18 %), para o método estudado, dado que os valores de up, e

de urw estdo abaixo do valor maximo definido para o critério de aceitacdo do laboratério (10
%).

O trabalho desenvolvido foi muito relevante para a Silliker dado que a revalidacdo deste
método possibilitou a realizagdo de ajustes a norma de modo a elaborar um procedimento
interno e poder submeter posteriormente o método ao processo de acreditacao.

No periodo de estagio, os conhecimentos adquiridos no primeiro ano do mestrado

foram consolidados e as diversas técnicas estudadas foram colocadas em pratica,
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nomeadamente nos ensaios fisico-quimicos realizados em anadlises de rotina do laboratdrio,
tais como determinac¢do do pH, do residuo seco soltvel, do teor de sélidos sollveis e da acidez.
Salienta-se ainda o aumento de competéncias ao nivel do trabalho em equipa,
desenvolvimento do espirito critico, resolugcdo de problemas e ainda a gestdo da pressao
devido ao contexto industrial/empresarial.
Esta experiéncia conduziu a um crescimento a nivel profissional e pessoal e permitiu a

entrada para o mundo do trabalho.
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7. Anexos
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Anexo A - Frases de perigo (H) e precaucdo (P) dos reagentes utilizados ao longo do estudo da

validagdao do método.

Tabela 18: Frases de perigo (H) e precaugdo (P) associados aos reagentes utilizados.

Reagente

Frases de perigo (H) e precaugdo (P)

Acetato de sédio anidro

H303, H316, H320, H333
P264, P305 + P351 + P338, P312, P332 + P313, P337 + P313

4-(dimetillamino)benzaldeido

H317, H319, H411
P273, P280, P302 + P352, P305 + P351 + P338

Acido citrico monohidratado H319
P305+P351+P338
Hidréxido de sédio H290, H314

P233, P280, P303+P361+P353, P305+P351+P338, P310

Trans-4-hidroxi-L-prolina

Acido sulfirico3 M

H290, H314
P280, P301+P330+P331, P305+P351+P338, P309+P310

1 Propanol

2 Propanol

H225, H318, H336
P210, P233, P280, P305+P351+P338, P310

Acido perclérico

H271, H290, H314
P220, P260, P303+P361+P353, P305+P351+P338, P310

Cloramina T trihidratada

H302, H314, H334

P280, P301 + P330 + P331, P305 + P351 + P338, P304 + P340, P308 +

P310
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