w Universidade de Aveiro Departamento de Quimica
2020

CARINA ISABEL VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA

MARTINS FIALHO DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS
GORDOS EM ALIMENTOS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA






CARINA ISABEL
MARTINS FIALHO

Universidade de Aveiro Departamento de Quimica
2020

VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GORDOS
EM ALIMENTOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos
requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Quimica, realizada sob
a orientacao cientifica da Doutora Maria Eduarda da Cunha Pereira, Professora
Associada do Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro, do Doutor
Bruno Manuel Galinho Henrigues, Investigador Doutorado da Universidade de
Aveiro e da Laura Cristina Oliveira Sousa, Coordenadora Técnica do Laboratorio
de MIA da empresa Mérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A.






o jari
presidente

Prof. Doutora Helena Isabel Seguro Nogueira
Professora assistente, Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro

Doutora Ana Teresa Lemos Pereira Saude Reis
Investigadora Doutorada, Ispup- Instituto de Saude Publica da Universidade do
Porto

Prof. Doutora Maria Eduarda da Cunha Pereira
Professora Associada, Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro



Vi



Agradecimentos

Agradeco em especial a Professora Eduarda Pereira por todo o apoio,
orientacado, ajuda e disponibilidade para que tudo corresse da melhor forma.

A Laura Sousa pela paciéncia e ensinamentos que me forneceu ao longo deste
periodo de estagio.

A todos os colaboradores da Mérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A. por
todo o apoio, atencdo e amizade.

Aos meus colegas de Mestrado aos quais agradeco por todo o0 companheirismo
e ajuda ao longo destes dois anos.

Um especial agradecimento aos meus pais, ao meu irméo e ao Paulo, sem eles
isto nunca seria possivel.

Por fim, um agradecimento a Mérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A. por
esta oportunidade de estagio e pelas oportunidades que me tem oferecido.

vii



viii



palavras-chave

resumo

Acidos gordos, GC-FID, Validacdo de métodos, matrizes alimentares

Ao longo dos anos, os consumidores tornaram-se mais exigentes relativamente
aos produtos que consomem e a procura de qualidade nos alimentos
consumidos tem crescido exponencialmente. Isto obriga a uma maior atencao
dos produtores e a um aumento do controlo da seguranca e qualidade alimentar.
A Mérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A. é uma empresa dedicada a
seguranca alimentar e nutricdo sendo uma das maiores multinacionais na area
da qualidade e seguranca alimentar. A empresa oferece diferentes servigos ao
cliente, incluindo analises na area da fisico-quimica, da microbiologia, do
ambiente e sensorial, assim como de rotulagem, auditorias, consultoria e
legislacgéo.

A validacdo de métodos ocorre no ambito de uma melhoria continua do
laboratério e € um objetivo dos laboratérios. Este trabalho teve por principal
objetivo apoiar a validagcdo de um método analitico para determinar o perfil de
acidos gordos em alimentos, utilizando cromatografia gasosa acoplada a um
detetor de ionizacdo de chama. A gordura é um lipido essencial ha alimentacéo
humana e apesar de se fazer a analise de todos os acidos gordos, a atengéo
tem sido focada essencialmente nos &cidos gordos essenciais, nos isomeros do
acido linoléico conjugado e nos acidos saturados.

A técnica utilizada foi a cromatografia gasosa com ioniza¢do de chama, GC-FID,
e as amostras sdo tratadas consoante o tipo de matriz. Foi possivel estudar o
perfil dos acidos gordos e a identificac@o destes esta relacionada com o tempo
de retencdo de cada um. Para a validagédo foram utilizadas diversas matrizes:
6leo vegetal, banha de porco, maionese, atum em conserva, salméo, panado
misto e leite em pé. Para a realizagéo do estudo da veracidade foram utilizados
Materiais de Referéncia Certificados e foi possivel observar que os valores de
Z-Score obtidos estavam entre -2 e 2, sendo esses valores considerados
aceitaveis. O estudo da repetibilidade foi realizado para os acidos gordos
saturados, monoinsaturados e polinsaturados, tendo sido obtidos valores do
limite de repetibilidade de 0,98 %, 0,31 % e 0,40 %, respetivamente. Também
foi possivel calcular a precisdo intermédia das diferentes matrizes e foi
observado que o maior valor de precisao intermédia foi de 3,1 % correspondente
aos acidos gordos polinsaturados da matriz maionese.
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Over the years, consumers have become more demanding regarding the
products they consume and a demand for quality in the food consumed has
grown exponentially. This requires greater attention from producers and
increased control over food safety and quality.

Mérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A. is a company dedicated to food
safety and nutrition, being one of the largest multinationals in the area of quality
and food security. The company offers different services to the client, including
analyzes in the area of physical chemistry, microbiology, environment and
sensory, as well as labeling, audits, consultancy and legislation.

The validation of methods takes place in the context of continuous improvement
of the laboratory and is an objective of the laboratories. This work had as main
objective to suport the validation of an analytical method to determine the profile
of fatty acids in food, using gas chromatography coupled to a flame ionization
detector. Fat is an essential lipid in human food and despite the analysis of all
fatty acids, attention has been focused mainly on essential fatty acids, isomers
of conjugated linoleic acid and saturated fatty acids.

The technique used was gas chromatography with flame ionization, GC-FID, and
the samples are treated according to the type of matrix. It was possible to study
the profile of fatty acids and their identification is related to the retention time of
each one. Several matrices were used for validation: vegetable oil, lard,
mayonnaise, canned tuna, salmon, mixed breaded and powdered milk. To carry
out the veracity study, Certified Reference Materials were used and it was
possible to observe that the Z-Score values obtained were between -2 and 2,
these values being considered acceptable. The repeatability study was carried
out for saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids, with
repeatability limit values of 0.98 %, 0.31 % and 0.40 %, respectively. It was also
possible to calculate the intermediate precision of the different matrices and it
was observed that the highest intermediate precision value was 3.1 %
corresponding to the polyunsaturated fatty acids of the mayonnaise matrix.
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1. Enquadramento e objetivos do Estagio

Atualmente, a preocupacdo com a qualidade alimentar é crescente devido a maior
informacgdo do consumidor e devido a enorme producdo de alimentos, para atender a sua
crescente procura. A fraude alimentar € cada vez mais frequente, isto é, os produtores ou 0s
comerciantes adulteram diversas caracteristicas dos alimentos como a espécie do animal, a

origem geogréfica, produtos rotulados como biologicos, etc.

Para atender as necessidades impostas pelos consumidores de terem conhecimento do
que consomem, as empresas da area da qualidade alimentar tém de verificar a qualidade e
garantir a seguranca e para isso implementam métodos de analise para verificacdo dos objetivos

impostos.

Para um laboratorio ser acreditado, € necessario a implementacdo da norma NP
ISO/IEC 17025, uma norma para laboratorios de ensaios e/ou calibracdo, que apresenta
diversos requisitos para a implementacdo da qualidade num laboratério. Um dos requisitos
menciona a validacdo de métodos. A validacdo de métodos permite evidenciar que o método é
adequado para o seu proposito. O trabalho realizado neste estagio, na empresa Mérieux
NutriSciences, Silliker Portugal S.A, foi a validagdo de um método de avaliacdo do perfil de
acidos gordos em diversos alimentos, nomeadamente: 6leo vegetal, banha de porco, atum em
conserva, salmao, maionese, panado misto e leite em pd. Com um estudo de diversos tipos de

matrizes é possivel alargar a area de aplicacdo do método.
2. A empresa Mérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A.

Em julho de 1992, surgiu a empresa EGI - Sociedade da Engenharia e Gestdo da
Qualidade, Lda., em Vila Nova de Gaia. Uma empresa que visava atender as necessidades
daquela época, onde a seguranca alimentar e a prevencdo da qualidade comegava a acentuar-

se. A EGI rapidamente assumiu a lideranca no setor de analises agroalimentares em Portugal.

Em 1993, ap6s a implementacéo da politica de qualidade, a EGI torna-se um laboratorio
acreditado, passando a integrar o Sistema Portugués da Qualidade. Até marco de 2008, esta
empresa foi denominada de EGI, mas nessa data, a multinacional norte-americana Silliker
adquiriu a empresa, e assim surgiu a Silliker Portugal S.A. (figura 1). Esta empresa

multinacional € um dos maiores grupos mundiais na area da qualidade e seguranca alimentar.



Figura 1: Fotografia das instalacGes da Mérieux NutriSciences em Canelas, Vila Nova de Gaia.

Em 1897, o Instituto Mérieux foi fundado por Marcel Mérieux e tornou-se lider mundial
no campo das vacinas humanas e veterinarias. Em 1990, a empresa Norte Americana, Silliker
foi adquirida. Esta empresa, criada em 1967, tinha como objetivos a seguranca e a qualidade
alimentar, sendo uma empresa pioneira nestas duas areas, fornecendo servicos na area do
controlo analitico de alimentos. Com esta aquisi¢do, o0 Instituto Mérieux passou a abordar a

seguranca alimentar e a nutricao.[!

Apos a inser¢do da empresa EGI na multinacional Silliker, em 2014, esta passou a
apresentar-se como Mérieux NutriSciences e conta atualmente com mais de 7000 funcionarios
em mais de 100 laboratdrios em 26 paises, atuando em diversas areas, como € possivel observar

na figura 2. ™!

A Mérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A., ¢ uma empresa acreditada pela norma
NP ISO/IEC 17025 como Laboratério de Ensaios, sendo reconhecida como tal pelo Instituto
Portugués de Acreditacdo (IPAC), com o Certificado de Acreditacdo n° L0087. Esta norma
estabelece os requisitos de gestéo e técnicos para a implementacao de um sistema de gestdo da

qualidade em laboratdrios de ensaio e calibrag&o.

A Meérieux NutriSciences, Silliker Portugal S.A. é uma empresa que oferece aos seus
clientes diversos servicos como a analise microbioldgica, quimica e sensorial. Além destes
servicos apresenta outros tais como a rotulagem, consultoria, entre outros. As anélises

realizadas na empresa dividem-se em analises fisico-quimicas classicas, métodos instrumentais



de analise, microbiologia e ambiente. Alguns exemplos de analises fisico-quimicas sdo a
quantificacdo de proteinas, matéria gorda, humidade, entre outros. Nos métodos instrumentais
de anélise sdo realizadas quantificacBes de acidos gordos, metais vestigiais, colesterol, toxinas,

acUcares, entre outros, usando métodos espetroscopicos e cromatograficos. [

Os colaboradores da empresa realizam um esforco diario para manter a qualidade
desejada, executando tarefas e conhecendo a sua importancia, mantendo sempre o foco na

melhoria continua.

Servigos de inovagao
biofortis

Cuidados pessoais e
cosméticos

= Aguas e ambiente

Qualidade e
Seguranca Alimentar

Farmacia e
dispositivos médicos

Mérieux NutriSciences

= Bens de Consumo

= Agroquimicos

Figura 2: Representacdo das diversas areas de atuacdo da empresa Mérieux NutriSciences.

3. Gordura e o seu consumo em Portugal

A gordura é um tipo de lipido essencial na alimentacdo de qualquer pessoa. Apesar de
atualmente ser combatido o consumo excessivo de gordura, esta quando consumida em
propor¢des adequadas fornece nutrientes necessarios ao organismo como &cidos gordos
essenciais para o transporte de vitaminas lipossoltveis (A, D, E e K) e mantém a temperatura
corporal (Kadam & Prabhasankar, 2010). Aproximadamente 30 % € a quantidade de calorias
diarias que devem ser consumidas de gordura. As gorduras podem ser consumidas a partir de

diferentes alimentos, como por exemplo 0 6mega 3 que é consumido através do peixe.



As gorduras sdo essenciais, no entanto quando consumidas em excesso poderdo ser
prejudiciais ao organismo. Um exemplo é o colesterol. O colesterol esta presente em diversos

alimentos de origem animal e quando consumido em excesso pode ser muito prejudicial.

A Balanca Alimentar Portuguesa (BAP) fornece informacdo sobre o consumo de
diversos produtos do ponto de vista da disponibilidade destes. Em Portugal, segundo a BAP,
registou-se um consumo por habitante de 3834 kcal diario, acima do valor recomendado 2000
kcal por dia. Este estudo data dos anos de 2012 a 2016, e mostra alguns desvios face a Roda
dos Alimentos. As disponibilidades alimentares de alguns grupos de alimentos apresentam
desvios maiores que o recomendado, como é o caso do grupo das carnes, pescado e ovos, 0
grupo dos cereais, raizes e tubérculos e o grupo dos dleos e gorduras. Por outro lado, a
disponibilidade alimentar é deficitaria em grupos como o leite e produtos lacteos, no grupo das

leguminosas secas e no grupo dos frutos e horticolas.!?!

Para além do grupo dos 6leos e gorduras ser o maior fornecedor de gorduras na
alimentacdo diaria dos portugueses, outros grupos também sdo responsaveis pela
disponibilidade de gorduras nos produtos alimentares, como o grupo da carne, pescados e ovos,

e 0 grupo do leite e produtos lacteos.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aconselha um consumo inferior a 10 % de
calorias provenientes de gorduras saturadas, pois estas estdo relacionadas com o aumento de

doencas cardiovasculares.

O consumo de gorduras tem vindo a ser preocupante devido ao excesso de
disponibilidade como realca a Balanca Alimentar Portuguesa, e isto leva a uma necessidade de

conhecimento dos alimentos, nomeadamente dos seus constituintes.[?!

4. Acidos gordos

Os acidos gordos sdo moléculas com um grupo carboxilico numa extremidade com uma
longa cadeia carbonada, saturada ou insaturada, com 4 a 36 carbonos. Estes compostos sao
insollveis em agua, pois apesar do grupo carboxilico ser polar, a afinidade com a agua diminui
com o aumento da cadeia carbonada. Os acidos gordos sdo importantes e necessarios na sintese
de membranas, sinalizacdo e construcdo de elementos estruturais nas células e tecidos e

solubilizacdo de constituintes extracelulares (German & Dillard,2004; Fahy et al., 2011).



Os &cidos gordos podem ser classificados como saturados e insaturados. Acidos gordos
saturados sdo classificados pelo nimero de carbonos da cadeia carbonada, e 0s insaturados sdo
classificados pelo nimero de ligagGes duplas, a sua configuragdo e posi¢do. Um &cido gordo
apenas com uma ligacao dupla na sua cadeia carbonada é designado por monoinsaturado. Um
acido gordo com duas ou mais ligacdes duplas na sua cadeia carbonada ¢ denominado de

polinsaturado (Rustan & Drevon, 2001).

A nomenclatura de designacdo de acidos gordos apresenta em primeiro o nimero de
atomos de carbono, depois 0 nimero de ligacGes duplas e por fim o nimero do atomo de
carbono entre a extremidade metilo e a primeira ligacdo dupla. Por exemplo, o &cido oleico
com formula quimica CH3(CH2)7CH=CH(CH2);COOH, a sua nomenclatura é 18:1n9, o 18
corresponde ao nimero de carbonos existentes no &cido gordo, o 1 corresponde ao numero de
ligacBGes duplas existentes e 0 numero nove corresponde ao carbono onde estd presente a
ligacdo dupla. No caso de um acido gordo saturado, como € o caso do acido eicosandico, com
férmula quimica CH3(CH2)1sCOOH, a sua nomenclatura seria 20:0, pois ndo apresenta ligacdes
duplas (Seppénen-Laakso et al., 2002). Os acidos gordos 6megas podem ter uma nomenclatura

diferente, onde é utilizada a letra grega 6mega (®), onde este simbolo substitui o n.

Os acidos gordos saturados e insaturados apresentam diferentes tipos de
empacotamento. Os acidos gordos saturados ndo apresentam diferentes conformacao tendo
uma maior interacdo de Van der Waals entre as cadeias hidrocarbonadas, o que permite um
maior grau de compactacdo. Por sua vez, os acidos gordos insaturados tém conformacdes cis e
trans devido a presenca das ligacGes duplas, 0 que permite que 0 seu empacotamento seja
menos rigido, pois as suas ligacGes sdao mais fracas. Esta propriedade reflete-se nas suas
propriedades fisico-quimicas, por exemplo, a temperatura ambiente, os &cidos gordos 12:0 a
24:0 sdo sélidos (Kaneko et al., 1998).

4.1. Biossintese dos acidos gordos

A biossintese dos acidos gordos ocorre no citoplasma enquanto que a acetilcoenzima
A, também conhecida por acetil CoA, é formada na mitocondria. O malonil CoA é um
intermediario resultante da carboxilagdo do acetil CoA, com consumo de ATP. Apds isto, é
formado o acetil ACP e o malonil ACP que irdo condensar, formando uma molécula de quatro
carbonos que ap6s uma cascata de trés reacOes: reducdo, desidratacdo e reducdo, forma o
butiril-ACP (figura 3). Para formacéo dos acidos gordos, o butiril-ACP ira condensar com uma

molécula de malonil ACP, e o ciclo repete, até a formagdo de um &cido gordo. A cada ciclo



destes séo adicionados dois carbonos, por condensacdo da molécula ja formada com o malonil
ACP (Heil et al., 2019).
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Figura 3: Biossintese dos acidos gordos. O primeiro passo é a condensagdo, depois a reducao,
desidratacgao e reducéo.
O palmitato, C16H3202, € um precursor de acidos gordos de cadeia longa através de

elongacdo e é também precursor de acidos gordos insaturados por dessaturacao (Moran, 2012).
4.2. Acidos gordos saturados

Os acidos gordos saturados apresentam apenas ligacdes simples. Os acidos gordos
saturados apresentam um empacotamento que permite a estabilizacdo por interacdes
hidrofébicas permitindo um arranjo quase cristalino. Assim, a temperatura ambiente, os &cidos

gordos saturados apresentam uma consisténcia semelhante a cera.

Os &cidos gordos saturados apresentam geralmente entre 2 e 22 carbonos, e nimero par
de carbonos. Os acidos gordos saturados sdo o acido butirico (C4:0), o &cido caproico (C6:0),
o0 acido caprilico (C8:0), o acido caprico (C10:0), o acido laurico (C12:0), o &cido miristico
(C14:0), o &cido palmitico (C16:0), o acido estearico (C18:0), o acido araquidénico (C20:0), o
acido beénico (C22:0) e o &cido linhocérico (C24:0).

O leite € uma matriz alimentar que apresenta uma grande quantidade de &cidos gordos
saturados, principalmente o acido palmitico (Teng et al., 2014). Os &cidos gordos saturados
estdo presentes noutras amostras como nas carnes, manteigas, queijos, natas, iogurtes, gelados
de leite, mas também em Gleo. As carnes além de apresentarem alta concentragdo de &cidos

gordos saturados apresentam também alta concentracdo de &cidos gordos monoinsaturados



(Wood et al., 2008). O coco apresenta um elevado nimero de acidos gordos saturados, tal como

0s seus derivados.
4.3. Acidos gordos insaturados

Os &cidos gordos insaturados apresentam uma ou mais ligacdes duplas. Um acido gordo
com apenas uma ligacao dupla é denominado de monoinsaturado, e na maioria deles, a ligacédo
dupla est& entre 0 C-9 e o C-10. Este tipo de acidos gordos ocorre na natureza com maior
frequéncia com 18 dtomos de carbono, sendo a cadeia mais curta de 14 atomos de carbono e a

mais comprida de 22 carbonos.

Os acidos gordos insaturados podem ser monoinsaturados se apenas apresentarem uma
ligacdo dupla ou polinsaturados se apresentarem mais que uma ligacéo dupla. O é&cido oleico é
0 exemplo de um acido gordo monoinsaturado e este é o cido gordo monoinsaturado na dieta,
a partir do consumo de azeite (Alonso et al., 2013). As nozes e alguns tipos de carnes também
podem apresentar acido oleico. Os acidos gordos polinsaturados sdo, por exemplo, o &cido
linoléico e o acido linolénico. O acido linoléico apresenta duas ligagdes duplas, enquanto que
o0 &cido linolénico apresenta trés ligagdes duplas. O éacido linoléico esta presente em grande
concentracdo em soja, milho, acafréo e 6leo de girassol. O acido linolénico apresenta grande
abundancia em amostras como vegetais de folhas verdes, em 6leos de linhaca e canola. Estes
dois acidos gordos polinsaturados sdo importantes para o organismo humano apesar de nao
serem produzidos por este (Dipasquale et al., 2018). Os acidos gordos insaturados podem ser

divididos em 6mega-3 (n3), dmega-6 (n6) e dmega-9 (n9).

Uma dieta rica em acidos gordos insaturados esta relacionada com doencas cronicas do

sistema cardiovascular.

4.4. Acidos gordos trans

Os acidos gordos trans sdo isémeros dos acidos gordos cis. Tal como 0s seus iSOmeros,
nos acidos gordos trans existe pelo menos uma ligacéo dupla e a diferenca reside na posicéo
dos hidrogénios. Se ambos 0s hidrogénios estiverem no mesmo plano, estamos perante um

acido gordo cis, se estiverem em planos opostos estamos perante um acido gordo trans.

A forma trans dos acidos gordos ocorre ap0os a hidrogenacdo parcial das gorduras e
6leos. A hidrogenacdo é um processo no qual sdo adicionados hidrogeénios as ligac6es duplas,
eliminando-as (Salimon et al., 2017). Esta hidrogenacéao é parcial, isto €, hd uma reducdo do

teor de insaturagdo, continuando a existir ligacGes duplas. Este processo é utilizado para
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melhorar a textura e a estabilidade da comida durante um maior periodo, pois o0s acidos gordos
trans tém um ponto de ebulicdo mais elevado e maior estabilidade que os isémeros cis (Omar
& Salimon, 2013). Os &cidos gordos trans estdo presentes em diversos produtos de pastelaria

como: bolachas, biscoitos, bolos, crackers e péo.

As gorduras trans também podem aparecer de forma natural em alimentos que provém
de animais ruminantes, sendo possivel o consumo de gorduras trans a partir de carnes, leites e
derivados. Em produtos lacteos e derivados, a percentagem de isdbmeros trans é significante,
sendo o isdmero trans mais predominante o agrupado C18:1t, dos isomeros C18:1n9t e
C18:1n11t (Lindmark et al., 2008).

Atualmente, diversos estudos tém mostrado que as duas variaveis, acidos gordos trans
e doencas cardiovasculares, podem estar relacionadas, quando ocorre uma ingestdo destes
acidos gordos em quantidades mais elevadas do que as recomendadas. (Costa et al., 2016).
Além das doencas cardiovasculares, aumenta também o risco de diabetes e cancro, segundo a

Direcdo Geral de Saude.
4.5. Acido linoléico conjugado

O acido linoléico conjugado € um &cido gordo que ocorre naturalmente em animais
ruminantes, como a vaca e o cordeiro, e consequentemente no leite (Mulvihill, 2001). O &cido
linoléico conjugado, ou CLA, designa uma familia de isomeros que apresentam liga¢des duplas
de carbono, separadas por um carbono. As liga¢des duplas do CLA podem ser trans ou cis, 0
que resulta num diverso nimero de isomeros com variacdes de posicao (7,9; 8,10; 9,11; 10,12;
ou 11,13) e de geometria (c/c; c/t; t/t ou t/c) (Schmid et al., 2006; Kumari et al., 2017). O CLA
pode ser formado por dois processos diferentes: por bioidrogenacdo incompleta do acido
linoléico e linolénico ou por compostos intermediarios formados durante a bioidrogenacéo de
acidos gordos polinsaturados. O primeiro processo ocorre no ramen e 0 segundo processo

ocorre nos tecidos (Bauman et al., 1999).

Segundo diversos estudos, o0 CLA tem aplicacdes na saude sendo anticarcinogénico,
antidiabético, entre outros. O CLA pode tambeém diminuir a percentagem de gordura. Quanto
ao efeito antidiabético, com o consumo de CLA, foi demonstrado que o nivel de glucose no

sangue diminui.

4.6. Acidos gordos essenciais
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Os acidos gordos essenciais sao constituintes membranares que fornecem a membrana
fluidez e apesar de fundamental ao organismo humano, este ndo consegue sintetiza-lo. Para tal,

é preciso introduzir alimentos que contenham &cidos gordos essenciais na dieta.

Os acidos gordos essenciais sao polinsaturados e ocorrem de duas formas no organismo:
®-3 ¢ w-6. ®-3 é derivado do acido linolénico-a e o m-6 é derivado do &cido linoléico-cis. O
acido gordo 6mega-3 (»-3) é caracterizado por ter uma ligacdo dupla no terceiro carbono a
partir da extremidade metilo. E o acido gordo 6mega-6 (w-6) é caracterizado pela presenga de

uma ligacdo dupla no sexto carbono a partir da extremidade metilo (Wall et al., 2010).

Por acdo de dessaturases e elongacdo, o &cido gordo Omega-6 é sintetizado a
araquidonico (AA) e este pode ser sintetizado a &cido eicosapentaendico (DPA). Por sua vez,
por acdo de desaturases e elongacdo, o acido gordo 6mega-3 é sintetizado a &cido
docosahexaenoico (EPA) e, de seguida, a &cido docosapentaendico (DHA). Estes
metabolismos sdo importantes pois estes sdo precursores de eicosanoides (Uauy et al., 2001;
Granot & Deckelbaum, 2017). AA (6mega-6) e EPA (6mega-3) tém efeitos opostos, pois um
tem acdo pré-inflamatdria e o outro anti-inflamatdria, respetivamente. Uma ingestao de 6mega-
6, em quantidades superiores as recomendadas, pode provocar um estado pré-trombético, pro-

inflamatdrio e proconstritivo (Simopoulos et al., 2002; Das, 2006A).

Os é&cidos gordos essenciais podem ser encontrados em diversos alimentos. Podemos
encontrar acido linolénico em cereais, ovos, 6leos vegetais, margarina, acafrdo, entre outros. O
acido a-linoléico pode encontrar-se no oleo de linhaca e de colza, nozes e vegetais de folhas
verdes. O azeite € rico em acido oleico que é considerado um dmega-9. A maior fonte de EPA
e DHA s&o os peixes marinhos, mas quando o peixe é de agua doce ha pouca probabilidade da

presenca da presenca destes acidos gordos (Das, 2006B).

5. Acidos gordos em diversos alimentos

5.1. Carnes

Nas carnes entre 15 e 30 % ¢ gordura. Os &cidos gordos mais abundantes nas carnes séo
0 C16:0, 0 C18:0 e 0 C18:1n9c, que correspondem ao acido palmitico, acido estearico, acido
oleico, respetivamente. A quantidade destes acidos gordos varia consoante a espécie em estudo,
por exemplo, a carne de vaca apresenta uma maior quantidade de acido palmitico (C16:0),

enquanto que a carne de ovelha apresenta maior quantidade de acido estearico (C18:0). O CLA
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também esta presente neste tipo de amostras. A carne apresenta geralmente entre 30 e 40 % de
acidos gordos saturados (Wood et al., 2004; Wood et al. 2008).

5.2. Peixes

Os peixes apresentam no seu perfil de &cidos gordos, &cidos gordos 6mega, que sao
caracteristicos deste tipo de matriz. Os &cidos gordos saturados nos peixes variam entre 30 e
40 % e os &cidos gordos insaturados apresentam aproximadamente 60 % da totalidade de acidos
gordos. Os é&cidos gordos monoinsaturados estdo presentes em maior quantidade
(aproximadamente 40 %) que os acidos gordos polinsaturados (aproximadamente 20 %) (Das,
2006B; Zuraini et al., 2016). Esta matriz apresenta diversos tipos de acidos gordos émega, onde
é possivel verificar a sua propor¢do we/®ws, que quando os valores sdo abaixo de 4 podem ser

consumidos na dieta para prevencao de doencas cardiovasculares (Ramos Filho et al., 2008).
5.3. Leite e derivados

O leite e seus derivados apresentam um perfil lacteo, isto é, apresentam C4:0, C6:0,
C8:0 e os restantes acidos gordos. S6 podemos considerar que uma amostra tem perfil lacteo
se esta apresentar acido butirico, seguido dos acidos gordos saturados seguintes. Este tipo de
matriz apresenta cerca de 70 % de &cidos gordos saturados, dos quais o &cido palmitico é o
mais expressivo pois representa aproximadamente 30 % dos &cidos gordos saturados do leite
(Teng et al., 2017). Aproximadamente 11 % dos AGS, nesta matriz, estdo relacionados com 0s
acidos gordos do C4:0 até ao C10:0 (Lindmark et al., 2008).

Os 4acidos gordos insaturados também estdo presentes no leite, cerca de 25 % de
monoinsaturados com maior expressdo do &cido oleico (Teng et al., 2017). Os &cidos gordos
polinsaturados correspondem a 5 % dos acidos gordos totais do leite, dos quais faz parte o
CLA, com isémeros diferentes, sendo 0 mais predominante o acido ruménico (RA) (Lindmark
et al., 2008).

5.4. Azeite e 0leos vegetais

O azeite é caracterizado pela presenca do acido oleico (C18:1), um 6mega-9. Um azeite
apresenta acidos gordos monoinsaturados entre 70 e 80 % da quantidade total de acidos gordos
e cerca de 6 a 10 % de acidos gordos polinsaturados. O &cido oleico é o acido gordo com maior
expressdo neste tipo de matriz (Orsavova et al., 2015; Yorulmaz et al., 2019). A partir do perfil

de &cidos gordos obtido ¢é possivel identificar e distinguir um azeite virgem extra de um azeite
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virgem, por exemplo. A partir do regulamento n® 796/2002 é possivel verificar as diferencas

no perfil de &cidos gordos entre os diferentes tipos de azeite.F!

Ao contrério do azeite, os 6leos apresentam uma maior quantidade de &cido linoléico
(C18:2) do que &cido oleico, e também maior quantidade de acido linolénico. Os 6leos vegetais
sdo amostras que variam significativamente com a planta de origem. O 6leo de cdco apresenta
na sua composi¢cdo uma predominancia do acido L&urico (45-53 %) e do &cido Miristico (16-
28 %), e apresenta aproximadamente 90 % de acidos gordos saturados. O 6leo de palma é um
6leo comumente utilizado na alimentacdo como em bolachas e batatas fritas. Este 0Oleo
apresenta uma grande percentagem de acido palmitico. O 6leo de girassol apresenta uma maior
contribuicdo do &cido linoleico (48-74 %) e do &cido oleico (14-40 %), no entanto, o 6leo de
girassol pode ter alto teor oleico, apresentando uma percentagem mais elevada de acido oleico
(75-91 %) (Souza et al., 2019).

6. Cromatografia gasosa

A cromatografia € uma técnica analitica que tem como objetivo a separacdo e
identificacdo dos componentes de uma mistura. Esta técnica baseia-se na migracdo dos
componentes numa fase movel e numa fase estacionéria. A fase mdvel, ou eluente, é a fase
onde os componentes se movem, esta fase pode ser gasosa ou liquida. A fase estacionaria é
uma fase fixa, normalmente fixa nas paredes da coluna, que ira interagir com os componentes

da mistura e esta pode ser liquida ou sélida (Skoog et al., 2017).

A cromatografia gasosa € uma cromatografia onde a fase mével é um gas inerte, que
pode ser hidrogénio, hélio, azoto ou argon. Na cromatografia gasosa, a amostra é vaporizada e
consoante a sua interacdo com a fase estacionaria o0s constituintes da amostra sdo separados.
Se 0s componentes apresentarem maior interagdo com a fase estacionaria, estes sao retidos
mais tempo nesta fase. No caso particular da utilizagcdo da cromatografia gasosa para separar
acidos gordos de uma amostra, os acidos gordos com uma cadeia carbonada menor eluem

primeiro que os acidos gordos com cadeias carbonadas maiores.

As vantagens da utilizacdo da cromatografia gasosa sdo a rapidez, a alta sensibilidade,
0 poder de separacéo e resolucdo e, uma das mais importantes vantagens, a amostra é necessaria

em pequena quantidade (Skoog et al., 2017).

Um equipamento de cromatografia gasosa divide-se em diversas componentes: 0 gas

de arraste, o injetor, a coluna e o detetor, como é possivel observar na figura 4.
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Figura 4: Esquema de um equipamento de cromatografia gasosa onde se podem observar 0s
componentes principais.

O gés de arraste usualmente utilizado é o hidrogénio, o azoto ou o hélio, no entanto, por
vezes é utilizada uma mistura entre estes. Estes gases apresentam boas caracteristicas como o
facto de serem inertes, interagindo o minimo possivel com a amostra. A seringa introduz a
amostra no injetor, onde esta ird vaporizar imediatamente, e 0 gas de arraste ird arrastar a

amostra pela coluna.

A coluna pode ser empacotada ou capilar. A coluna capilar tem maior comprimento e
por isso maior eficiéncia para a separacdo de misturas complexas, como € o caso dos &cidos
gordos, no entanto, a coluna empacotada é mais econdémica. A escolha da coluna recai sobre o
tipo de anélise, a quantidade de amostra disponivel e a complexidade da amostra (Kaneko et
al. 1998).

Para analises da composi¢do de acidos gordos numa amostra, 0 detetor usualmente
utilizado é o Detetor de lonizacdo de Chama (FID). Este detetor utiliza, normalmente, uma
chama ar/hidrogénio e com a passagem da amostra, esta chama ira formar iGes, estes ides irdo
produzir um sinal elétrico e que sua vez sera transformado num sinal cromatografico. O detetor
de ionizacdo de chama apresenta algumas vantagens, como o baixo ruido e a alta sensibilidade.
A desvantagem é que este detetor destrdi a amostra aquando da combustdo (Omar & Salimon,

2013). O detetor FID tem sido amplamente utilizado como detetor de acidos gordos.

O GC-FID apresenta uma desvantagem que influencia a analise de acidos gordos que é
a andlise de compostos volateis unicamente. Para tal, os acidos gordos sdo normalmente

analisados como ésteres metilicos (FAME), e aquando da sua andlise existe uma boa a
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separacdo dos picos cromatograficos pois 0s compostos como esteres metilicos sdo mais
volateis (Eder, 1995).

Apos a analise pelo GC-FID, um cromatograma é obtido onde é apresentado o perfil de
acidos gordos presentes na amostra. O cromatograma relaciona o tempo de retengdo com a
resposta, sendo que os acidos gordos com cadeias carbonadas menores tém tempos de retencao
menores. A altura dos picos cromatograficos esta relacionada com a abundéncia desse acido
gordo na amostra. Na figura 5 podemos observar um cromatograma retirado da literatura, onde
é possivel verificar o perfil de acidos gordos de um leite, onde podemos ver uma abundéancia
maior do C16:0, este corresponde ao &cido palmitico, um acido gordo saturado, muito

abundante nos leites e derivados (Teng et al., 2014).
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Figura 5: Exemplo de um cromatograma do leite, onde é possivel a identificagdo e quantificacdo dos

diversos acidos gordos pelos diferentes tempos de retengdo (Teng et al., 2014).
7. Qualidade em laboratoérios

7.1. A qualidade nos laboratérios de ensaios

Atualmente, a qualidade é cada vez mais procurada e os laboratdrios tentam garantir
que os resultados obtidos s&o fidedignos e que o cliente pode ter total confianca nos resultados
obtidos, e para tal, é necessario recorrer a métodos validados, obter acreditacdo segundo a
norma NP ISO/IEC 17025, entre outros aspetos.

A qualidade pode ser definida pela capacidade de certas caracteristicas de um produto

ou servicos tenderem as necessidades explicitas ou implicitas de clientes ou outras partes
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interessadas. Num laboratorio de analises alimentares, os clientes procuram sempre a qualidade
e a seguranca dos alimentos que consomem. Para tal, é necessario recorrer a métodos validados,
isto é, recorrer a um método onde foi demonstrado, através de evidéncias, de que 0 método é
adequado para o que é pretendido. O controlo de qualidade permite proporcionar confianca da
qualidade dos resultados pois define as técnicas e atividades para atender aos requisitos da
qualidade. Num laboratério de analises, isto é realizado a partir de ensaios interlaboratoriais,
por comparacao de resultados da mesma amostra. Para garantir também o controlo e garantia
de qualidade no laboratorio sdao implementados alguns procedimentos como as curvas de
calibracdo, padrdes, repeticGes de amostras, a utilizacdo de materiais de referéncia, entre

outros.
7.2. Norma NP ISO/IEC 17025

Em 1978 surgiu uma norma que visava comprovar a competéncia de laboratérios de
Calibracdo e Ensaio, a ISO Guia 25. Esta norma néo foi aceite na Europa, e a norma que ficou
em vigor foi a EN 45001. Ambas as normas apresentavam diversas deficiéncias relacionadas
com a politica da qualidade e a rastreabilidade de medices, e em 1995 foi iniciada a revisdo
destas normas (Rocha & Vieira, 2019). A norma ISO/IEC 17025 foi publicada pela primeira
vez em 1999 e surgiu da revisdo da ISO Guia 25, uma norma que definia requisitos necessarios
para uma padronizacdo de atividades de laboratdrios de ensaio; mais tarde a Organizacao
Internacional de Normalizacdo (ISO) estendeu esses requisitos também para laboratérios de
calibracdo (Cortez, 1999).

Apdbs a sua primeira aplicacdo, em 2005 esta norma sofreu algumas alteracGes para
passar a integrar a 1SO 9001. A 1SO 9001 é uma norma que define os requisitos para a
implementacdo de um sistema de gestdo de qualidade. A norma ISO/IEC 17025:2005 dividia-
se em requisitos de gestdo e requisitos técnicos. Apos traduzida para portugués pelo Instituto
Portugués da Qualidade (IPQ), esta norma deu origem a NP ISO/IEC 17025:2005 (Rocha &
Vieira, 2019).

Em 2017 foi publicada outra versao. Esta apresenta uma diviséo dos requisitos diferente
da verséo anterior, sendo discriminados cinco grandes grupos de requisitos: requisitos gerais,
requisitos de estrutura, requisitos de recursos, requisitos de processos e requisitos do sistema

de gestéo.

16



A norma NP ISO/IEC 17025:2018 é uma norma exclusiva para laboratdrios de ensaios
e calibracdo, define requisitos a que os laboratérios devem obedecer para obterem a
acreditacdo. A implementacdo desta norma demonstra que o laboratorio de ensaio e calibracéo
apresenta um Sistema de Gestdo de Qualidade, demonstrando ser um laboratorio competente e
credivel. Para um laboratério ser acreditado em Portugal € necessario ser reconhecido como tal
pelo Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC). Esta norma estabelece os requisitos de gestdo
e técnicos para a implementacdo de um sistema de gestdo da qualidade em laboratorios de
ensaio e calibragdo. Esta norma é internacional, o que permite estabelecer um padrdo
internacional sendo possivel a comparacdo e aceitacdo de resultados com laboratérios situados

em diferentes paises.

A acreditacdo € uma mais valia para o laboratério pois este ird ter a vantagem de ser
uma empresa imparcial e com competéncia para a realizacdo de diversos ensaios. A aplicacdo
da norma NP EN ISO/IEC 17025:2017 incentiva uma cultura de exigéncia, é possivel captar
clientes exigentes que necessitam dos seus resultados prestados por protocolos acreditados e
confidveis (Cortez, 1999). Outra vantagem € que com o controlo necessario da calibragdo e
verificacdo dos equipamentos, evitam-se falhas, o que fornece uma maior satisfacdo dos
clientes. Além de uma mais valia para o laboratério, € uma mais valia para o cliente que
assegura que os seus produtos sao analisados por um laboratério competente, evidencia que 0s
seus produtos cumprem os requisitos de qualidade e elimina a barreira da exportacéo dos seus

produtos.

Os laboratdrios deverao recorrer a uma auditoria interna de 1 em 1 ano para verificar o
cumprimento dos requisitos definidos na norma NP EN ISO/IEC 17025. As ndo conformidades
de uma auditoria tém de ser identificadas e analisadas, recorrendo a agdes corretivas para evitar
que se repitam as ndo conformidades (NP EN ISO/IEC 17025, 2018).

Entdo, para a implementacdo da norma NP EN ISO/IEC 17025 é necessario obedecer e
cumprir com os requisitos por ela mencionados, esses requisitos irdo garantir que o laboratorio

é um laboratorio acreditado, fornecendo confianca e viabilidade dos seus resultados.

Os requisitos gerais abrangem a confidencialidade e a imparcialidade. O laborat6rio
tem de garantir aos seus clientes que 0s seus servigos serdo confidenciais e todos o0s
colaboradores assinam um acordo de confidencialidade. O laboratério deve também ser capaz
de responder as atividades propostas com imparcialidade, ndo cedendo a pressdes que possam
comprometer a veracidade dos seus resultados (NP EN ISO/IEC 17025, 2018). Para os
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requisitos de estrutura é necessario a entidade comprovar a sua existéncia com auxilio de um
documento legal. O laboratério tem de identificar a pessoa ou pessoas responsaveis pelo
laboratorio. Outro ponto inserido nos requisitos gerais é a definicdo do &mbito da acreditacdo
do laboratério, isto é, o laboratdrio deve documentar todas as atividades por ele realizadas que
obedecem a norma NP ISO/IEC 17025, e é necessario evidenciar que sao cumpridos todos 0s
requisitos presentes nesta norma. O laboratério deve criar um documento que evidencie a
insercdo do laboratério na estrutura de entidade, deve identificar a organizacdo interna do
laboratdrio, identificando, por exemplo, as funcbes de cada pessoa no laboratorio e a sua
hierarquia. O laboratorio deve ter colaboradores que tenham a autoridade para realizar
atividades como a implementacdo e manutencdo do sistema de gestdo e evidenciar a
comunicacdo relacionada com a eficacia do sistema de gestdo e de atender as necessidades dos
clientes (NP EN ISO/IEC 17025, 2018). Os requisitos de recurso estdo relacionados com o
pessoal, as instalacdes e condi¢cdes ambientais, 0s equipamentos, a rastreabilidade metroldgica
e 0s produtos e servicos de fornecedores externos. A demonstracdo de competéncia é
importante para mostrar que o colaborador esta apto para a realizacao dos ensaios laboratoriais,
isto pode ser demonstrado pela participacdo em exercicios de comparacao interlaboratoriais. O
laboratdrio deve incluir pessoal que realize diversas atividades incluindo o desenvolvimento,
modificacdo, verificacdo e validagdo de métodos e a andlise critica dos seus resultados e a sua
devida autorizacdo. As instalagdes e condi¢cdes ambientais devem ser adequadas e asseguradas
as atividades do laboratorio, este deve monitorizar, controlar e registar as condi¢des ambientais
de acordo com os métodos ou procedimentos a realizar. Quanto ao equipamento é necessaria
uma verificagcdo dos equipamentos em uso, deve haver um procedimento que contenha o seu
manuseamento, uso e manutencdo, para evitar uma ma utilizacdo dos equipamentos. Os
equipamentos de calibracdo devem ser calibrados para atender a necessidade de alcancar a
exatiddo da medicao e a incerteza da medicdo requeridas para fornecer um resultado valido.
Todos os equipamentos que necessitam de calibracdo devem ser etiquetados e identificados
para que os colaboradores possam identificar a necessidade de calibracdo ou o periodo de
validade. Sdo necessérias verificacfes intermédias para evitar avarias ou falhas de acordo com
um procedimento, como € o caso da calibracdo diéria das balangas ou o caso da verificagdo das
micropipetas quando utilizadas (NP EN ISO/IEC 17025, 2018).

Nos requisitos de processos estao referidos diversos pontos como a analise de consultas,
propostas e contratos; a selecdo, verificacdo e validacdo de métodos; a amostragem; o
manuseamento de itens de ensaio e calibracdo; os registos técnicos; a avalia¢do da incerteza da

medicdo; o assegurar a validade dos resultados obtidos; reclamac6es; emendas de relatorios;
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trabalho ndo conforme e controlo de dados e gestdo da informagéo. A selecéo e verificacdo de
métodos diz-nos que o laboratério deve utilizar métodos e procedimentos adequados para a
andlise em estudo, e toda a documentacdo de apoio como normas, manuais, entre outros, devem
estar disponiveis para consulta por qualquer colaborador. Os métodos utilizados nos
laboratdrios devem seguir normas internacionais, ou nacionais, ou organizacoes fidedignas, no
entanto, também é possivel a implementacdo de um método desenvolvido ou modificado pelo
préprio laboratdrio. Todos os desvios ao método acreditado, devem ser considerados nédo

acreditados.

Na validacdo de metodos sdo mencionados quatro pontos: métodos ndo normalizados,
revalidacdo de metodos, validacao relevante face as necessidades e registos de validagdo. Para
assegurar a validade dos resultados o laboratério participa em exercicios de comparacdo
interlaboratoriais, utiliza materiais de referéncia certificados, ensaios com amostras cegas,
entre outros definidos na norma NP ISO/IEC 17025 (NP EN ISO/IEC 17025, 2018).

Por fim os requisitos do sistema de gestdo. Neste ponto, € possivel seguir a op¢do A ou
B. A opc¢do A corresponde a abordagem de pontos como a documentagdo do sistema de gestao,
controlo de documentos do sistema de gestdo, controlo de registos, acfes para abordar riscos,
melhoria, acdes corretivas, auditorias internas e analises criticas pela geréncia. A op¢do B
corresponde a um laboratério que ja teria implementado um sistema de gestdo pela norma NP
ISO/IEC 9001 e que atenda a todos os requisitos definidos na norma NP ISO/IEC 17025 e que

cumprem com os pontos referentes a opcéo A.

A norma NP ISO/IEC 17025 é uma norma que permite a acreditacdo de um laboratério
e como referido acima, a validacdo de métodos é um dos pontos dos requisitos de processos.
Num laboratdrio acreditado, a validacdo dos métodos implementados na empresa é uma mais
valia para garantir veracidade e confiabilidade nos seus resultados. A empresa de realizacdo do
Estagio, apesar de ter métodos ja validados, pretende ampliar as suas validacGes de métodos e

este trabalho veio de acordo com essa necessidade.

7.3. Controlo de qualidade

O controlo de qualidade pretende garantir que os resultados emitidos pelo laboratorio
sdo confiaveis, para tal séo realizados controlos de qualidade internos e externos. O controlo
de qualidade interno esta relacionado com a realizagdo de brancos, duplicados, amostras de

controlo diario, cartas de controlo e amostras cegas. O controlo de qualidade externo esta
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relacionado com os materiais certificados de referéncia e participacdo em ensaios

interlaboratoriais (Magnusson, 2014).

A realizacdo de brancos € importante pois permite identificar interferéncias que
possam existir e para eliminar também a contaminacdo das amostras ap6s um elevado nimero

de leituras. Deve ser realizada a leitura de um branco a cada dez amostras (Magnusson, 2014).

A realizagéo de duplicados consiste na realizacdo de dois ensaios da mesma amostra,
este ponto fornece uma informacé&o sobre a precisdo do método analitico. A realizacdo destes

verificam a repetibilidade do método ao longo da sua realizacéo.

A analise de amostras cegas fornece um meio de verificar o desempenho do método
pois ndo é do conhecimento do analista que esta amostra € uma amostra cega, portanto é tratada
como qualquer outra amostra. Este tipo de analise aléem de demonstrar o desempenho do

método, demonstra também o desempenho do analista (Magnusson, 2014).

As amostras de controlo diario de processos (DPCs) sdo amostras que sdo realizadas
no inicio da realizacdo de cada método, sdo amostras que sdo suficientemente estaveis e
homogéneas para fornecerem um resultado sempre semelhante. Para controlo dos DPCs séo
formadas cartas de controlo que séo criadas que contém pelo menos 20 pontos e o resultado do

DPC tera de estar compreendido no intervalo definido na carta de controlo.
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1. Validacao de métodos de ensaio

A validacdo de um método € descrita como 0 processo de definicdo de um requisito e
de confirmacdo de que o método é adequado para a determinacdo em estudo (Magnusson,
2014). Aquando da validacdo de um método é necessario descrever e caracterizar o mesmo. A
descri¢do do método interno deve ser realizada em documentos detalhados para facil execucéo

por qualquer pessoa.

Um documento de um método interno deve conter alguns elementos identificadores
como: designacdo do ensaio, cddigo identificador do ensaio, revisdo/edicdo, data de entrada
em vigor com mencédo dos responsaveis pela elaboracdo e aprovacéo e o nimero da pagina e
total de paginas. O documento deve conter também elementos descritivos do método,
nomeadamente resumo, campo de aplicacdo, equipamento, reagentes e material, processo de
calibracdo e ensaio e o processo do calculo dos resultados. Por fim, as referéncias bibliograficas

€ normativas.

Métodos ndo normalizados, métodos desenvolvidos pelo laboratério e métodos
normalizados modificados pelo laboratorio devem ser validados (Magnusson, 2014). Sempre
que forem realizadas alteracdes em métodos validados, é necessario observar se estes afetam a
validacdo inicial, e se sim deve ser realizada uma nova validacdo do método. As caracteristicas
do desempenho dos métodos podem incluir limite de detecdo, limite de quantificacdo,
seletividade, linearidade, repetibilidade, entre outras mencionadas na NP ISO/IEC 17025 (NP
EN ISO/IEC 17025, 2018).

De acordo com o motivo da alteracdo de um método ou a sua implementacdo, séo
necessarios alguns estudos podendo ser feita avaliacdo direta ou indireta. Por avaliacdo
indireta, 0 método evidencia as suas caracteristicas como o estudo de que o método ira
corresponder ao objetivo esperado, estudo dos principios tedricos para evidenciar a base
cientifica do método, estudo de erros e de fatores que possam interferir com o método, estudo
das condicdes operatdrias do método e estudo do desempenho do método para conhecer a
qualidade dos resultados a partir de diversos parametros como: gama de trabalho/linearidade;

limiares analiticos (detecdo e quantificacdo); sensibilidade; precisdo; exatidao.

A avaliacdo direta é definida pela comparacdo com o resultado de um método
normalizado, materiais de referéncia certificados e ensaios interlaboratoriais. Este tipo de

avaliagdo esta relacionada com a exatiddo dos métodos. Para a avaliagdo indireta estdo
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considerados diversos parametros: especificidade/seletividade, quantificacdo, precisdao e
exatidao (Relacre, 2000).

Avaliacao direta

A veracidade ¢ um modo de avaliacéo direta e é definida a proximidade da média dos
resultados com valor de referéncia (Magnusson, B., 2014) e os métodos utilizados sao:
materiais de referéncia certificados; ensaios interlaboratoriais; testes comparativos. Os
Materiais de Referéncia Certificados (MRC) sdo materiais com valores para as diferentes
grandezas definidos com uma incerteza associada e além de serem utilizados para a validacao

de métodos, poderdo também ser utilizados para controlo externo da qualidade.

O resultado obtido na analise de um MRC compara-se com o valor certificado,
determinando-se o erro e exatiddo da analise. Para avaliagdo dos resultados obtidos da anélise
de um MRC adotam-se alguns processos: erro relativo, teste de hipoteses, fator de desempenho
Z e erro normalizado (Relacre, 2000). O Grupo da Mérieux NutriSciences utiliza Bipea e Fapas
para ensaios de comparacdo interlaboratorial (ECIs), que sdo materiais certificados e para
andlise do desempenho dos métodos, é calculado o fator de desempenho Z, chamado de Z-

score, € calculado pela equacao 1:

P Xlab — Xv Equacéo 1
S
Onde Xiab é 0 valor obtido no laboratério;
Xv representa o valor aceite como verdadeiro, quer seja o valor certificado do
MRC, ou o estabelecido em ensaios laboratoriais;
s é a unidade de desvio, normalmente o desvio padrdo do MRC, ou o desvio

padréo estabelecido no ensaio laboratorial.

Um valor de Z-score entre -2 e 2 é considerado aceitavel, os valores de Z-score entre 2
e 3 ou -2 e -3 sdo considerados questionaveis e um valor de Z-score maior que 3 ou que -3 é
considerado incorreto. ldealmente, o valor obtido de Z-score deveria estar compreendido no
intervalo de -2 a 2, quando isto ndo acontece, é necessario perceber o erro e elaborar um plano

de aces corretivas.

Para verificar a veracidade de um método, pode-se calcular o erro de justeza. Este é

calculado pela subtracdo do valor de referéncia & média dos valores obtidos (equacéo 2):

24



X —Xv x
Erro de justeza (%) = % * 100 Equacéo 2

Onde Xv é o valor aceite como verdadeiro/valor de referéncia;

X é a média dos valores obtidos em laboratério.
Avaliacao indireta

A avaliacdo indireta esta relacionada com a especificidade e seletividade, quantificagéo,
precisdo e exatiddo. A seletividade € definida como a capacidade de um método discriminar
um analito numa mistura sem interferéncias. Pode considerar-se um metodo analitico
especifico e seletivo quando, apds os testes de recuperacdo, se verificam taxas de recuperacao

proximas de 100 %.

A quantificacdo engloba as curvas de calibracdo, limiares analiticos do método de
ensaio e sensibilidade. A calibracdo pode ser definida como um conjunto de operagdes que
relaciona a resposta obtida com o valor ja conhecido de concentracdo de um conjunto de
padrdes (Relacre, 2000).

A curva de calibracdo € obtida através de uma série de solucGes padrdo com
concentracdo conhecidas, que sdo medidas num equipamento analitico nas mesmas condi¢Ges
das amostras que se irdo analisar posteriormente; apos isto, estabelece-se uma curva de
calibracdo e determina-se a concentracdo do parametro nas amostras. Para aceitar uma curva
de calibracdo é necessario definir o coeficiente de correlacdo, gama de trabalho, linearidade e

declive.

Os limiares analiticos do método de ensaio incluem o limite de detecdo e o limite de
quantificacdo. O limite de detecdo (LD) é definido como o teor minimo a partir do qual é
possivel a detecdo do analito, corresponde a menor quantidade de substancia a analisar que
pode ser detetada numa amostra (equacao 3). Por vezes, as leituras sdo inferiores ao limite de
detecdo, essa leitura ndo é significativa pois ndo se pode garantir a presenga ou auséncia do

analito.

LD = Xy, + K * 0y Equacédo 3

Onde Xo é a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padrdes
vestigio, lidos ao longo de varios dias de trabalho;

oo representa o desvio padrdo associado a Xo;
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K € uma constante, K =~ 3,3 para um nivel de confianca de cerca de 99,7 %.

O limite de quantificacdo (LQ) designa-se como a menor concentracao a partir do qual
podemos quantificar o analito (equacdo 4). Normalmente, corresponde ao valor mais baixo do
padréo da curva de calibracdo (Relacre, 2000).

LQ = X, + 10 * gy Equacéo 4

Onde Xo é a média aritmética do teor medido de uma série de brancos lidos ao
longo de varios dias de trabalho;
oo representa o desvio padrao associado a Xo.

A sensibilidade avalia a capacidade de um método para distinguir pequenas diferencas
de concentracdo de um analito e € definida pelo quociente entre o valor lido (AL) e a variacao
da concentracdo (AC) (equacdo 5).

Equacdo 5

Sensibilidade = AC

A precisdo avalia a dispersdo de resultados entre ensaios repetidos de uma mesma
amostra, entre ensaios independentes, amostras semelhantes, em condicdes definidas e
constantes. Sao calculados trés tipos de precisdo: a repetibilidade, a reprodutibilidade e a

precisdo intermédia.

A repetibilidade é conhecida como a precisdo de um método sobre uma mesma
amostra, em condi¢des constantes, e é determinada a partir da repeticdo de sete vezes ou mais
de uma amostra, em condi¢fes constantes, em ensaios realizados no préprio laboratdrio. No
entanto, a repetibilidade pode ser determinada através de um ensaio interlaboratorial, 0 nimero
de medicdes pode ser inferior a dez vezes, mas superior a duas vezes. O limite da repetibilidade
(r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade de 95%, a diferenca entre

dois ensaios com as mesmas condigdes (Relacre, 2000).

Para o céalculo do limite da repetibilidade é necessario calcular diversos parametros,

nomeadamente calcular a média (equacéo 6):

2 Xiap Equacio 6
n

Média = x =

Onde x é a média dos resultados;

26



Y X145 € 0 Somatdrio dos valores obtidos no laboratério;

n é 0 nimero de ensaios realizados.
Apbs o calculo da média, € necessario calcular a variancia (equacéo 7):

Variancia = S% = 2t — %) Equagdo 7
n—1

Onde S é a variancia;

X14p € 0 Valor obtido em laboratorio;

X € amédia dos resultados;

n — 1 séo os graus de liberdade.

E ainda necessario calcular o desvio padréo, que é a raiz quadrada da variancia (equacéo

8):
Desvio padrao = S,; = \/STZL Equacdo 8
Onde S,.; é o desvio padréo.
SZ ¢ a variancia.
O limite da repetibilidade, para um nivel de confianca de 95%, € calculado pela equacéo
9:

Limite de repetibilidade = r = 2,8 * S, Equacéo 9

Onde r € o limite de repetibilidade;

S,i€ 0 desvio padrao.

O limite de repetibilidade relativo é calculado pela equagéo 10:

r
Limite da repetibilidade relativo = 7 100 Equacéo 10

O coeficiente de variagdo de repetibilidade (CV/) é calculado com auxilio da equagéo
11 e é expresso em percentagens. Este corresponde ao desvio padrao de repetibilidade a dividir

pela média dos valores considerados (x).

Sy ~
CV, = — 100 Equacdo 11
X
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O Teste de Grubbs permite-nos verificar a presenca de valores extremos quando
comparados com o conjunto de resultados obtidos. Para o teste de Grubbs o valor minimo é o
valor mais baixo dos ensaios realizados na mesma matriz e o valor maximo é o valor mais

elevado dos ensaios realizados na mesma matriz.

Os valores de Gp minimo e maximo, sao definidos como os valores de Grubbs minimos
e maximos, sdo calculados com o auxilio da equacgéo 12 e 13, respetivamente:
X — Xvalor minimo

Gp minimo = Equacéo 12
Sri

Onde i é o valor médio;
Xpalor minimo € 0 Valor minimo dos ensaios realizados;

S,i € 0 desvio padrdo.

Gp maximo = = —tlor mixine Equagéo 13
ri

Onde i ¢ o valor médio;
Xpalor maximo © O Valor maximo dos ensaios realizados;

S,i € 0 desvio padrdo.

O teste C de Cochran (equacdo 14) avalia e compara as variancias, comparando a maior
variancia obtida com a soma de todas as variancias, tendo em consideracdo os valores criticos
de Cochran, presentes no anexo H:

S7

i(max)

S

Equacéo 14
C =

Onde Srzi(méx) é 0 quadrado da maior variancia;

2SZ% é 0 somatorio de todas as variancias.

O Teste C de Cochran compara o valor critico tabelado para um grau de confianca de
95 % com a maior variancia obtida nas réplicas das diferentes matrizes. Se o C de Cochran for

menor que o C calculado (para o nivel de significancia de 5 %; equacdo 14), o valor é aceite.

Apbs o célculo da repetibilidade, Teste de Grubbs e Teste C de Cochran, e ap0ds
verificacdo da aceitacdo destes resultados, é possivel relacionar as matrizes entre si calculando

o valor do limite da repetibilidade, o valor do limite da repetibilidade relativo e o valor do
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coeficiente de variacdo médio relativo. Estas varidveis tém em conta as médias dos limites de
repetibilidade, dos limites de repetibilidade relativos e dos coeficientes de variacdo médios

relativos.

O valor do limite da repetibilidade é calculado pela equacéo 15:

r .
Valor do limite da repetibilidade = V.L.R.= ZT Equacao 15

Onde r é o limite da repetibilidade;

N é o nUmero de matrizes em estudo.

O valor do limite da repetibilidade relativo € calculado pela equagédo 16:

Valor do limite da repetibilidade relativo =

_ X Limite de repetibilidade relativo Equacao 16
- N

O célculo do coeficiente de variagdo médio relativo é calculado pela equagdo 17:

XLl

Coeficiente de variacio médio relativo = CVr = Equacéo 17

Onde CV;. € o desvio padrdo relativo.

A reprodutibilidade é definida como a precisdo de um método em condicdes diferentes
sobre a mesma amostra, e € determinada a partir de ensaios interlaboratoriais, onde se faz variar
os laboratorios, operadores ou épocas. O limite da reprodutibilidade (R) é o valor abaixo do
qual se deve situar com uma probabilidade de 95% a diferenca entre dois resultados com
condicdes referidas anteriormente (Relacre, 2000). O valor da variancia associada a este estudo
calcula-se pela equacéo 18:

Equacéo 18
Ski = S+ 87

Onde SZ é a variancia interlaboratorial e a outra varidvel é a variancia da

repetibilidade, j& mencionada anteriormente.

A reprodutibilidade, para um nivel de confianca de 95%, é calculada da mesma forma

que a repetibilidade, utilizando a mesma equacéo, mas substituindo o desvio padrdo, que nesta
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variante, € o desvio padrdao da reprodutibilidade associada aos resultados considerados, para
cada laboratério (Sg;) (equacdo 19).

Equacdo 19
r=t.V2.5 = 1,96.V2.5g; quas

O coeficiente de variacao de reprodutibilidade (CVR) €é calculado pela equacéo 20:

_ Swi Equacéo 20
CV,. = = 100

A precisdo intermédia é outra variante que se refere a precisao avaliada, sobre a
mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método no mesmo
laboratorio, mas com uma ou mais condigdes a variar, analistas, equipamentos, entre outros
(Relacre, 2000). Este parametro pode ser avaliado com a realizacdo de duplicados, em

diferentes dias.

Para o célculo do limite de precisdo intermédia € necessario calcular o desvio padrdo
da precisdo intermédia (Si; equagdo 21):

1 ~
Desvio padrio da precisio intermédia = Si = \/ZZ(DI — D2)2 Equacéo 21

Onde Si é o desvio padrdo da precisdo intermédia;
t € o nimero de duplicados em analise;
D1 é o ensaio 1 dos duplicados realizados;

D2 ¢é o ensaio 2 dos duplicados realizados.

Apbs o célculo do desvio padrédo da precisdo intermédia, é necessario calcular o limite
de precisdo intermédio (equacdo 22):
Si*28

Limite de precisao intermédio = —
xduplicados

Equacéo 22

Onde Xgypiicados COrresponde a media dos duplicados realizados.

2. Extracdo da gordura dos alimentos

A metodologia utilizada para a extracdo da gordura difere consoante a amostra em
estudo. Na empresa existe um método de extracdo para leites e iogurtes, outro método de

extracdo para azeites, gorduras, banhas, margarinas e outro para as restantes amostras.
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2.1. Amostras denominadas de gerais no laboratorio

Como amostras gerais entendem-se bolachas, cereais, barras de cereais, farinhas,

pastelarias, pescados, carnes, pratos cozinhados, entre outras.

Nestas amostras a extracdo de gorduras é realizada da seguinte forma: num gobelé de
400 mL, adicionar cerca de 100 g de amostra. Juntar 125 mL de uma solucéo de n-hexano:2-
propanol (3:2). Agitar com o auxilio de uma vareta de vidro. Verter para um baldo de fundo
redondo com auxilio a um funil com filtro e sulfato de sodio anidro. Evaporar, num evaporador
rotativo a 55 °C, até o solvente ser evaporado sendo assim obtida a gordura. Colocar o baldo

numa estufa a 80 °C para retirar qualquer solvente ainda presente na amostra.

Este procedimento é semelhante para os diferentes tipos de matrizes. Quando as
amostras sdo bolachas, barras de cereais, cereais e farinhas, a solugdo fica turva sendo

necessaria a centrifugacao.
2.2. Produtos lacteos

Para os produtos lacteos € utilizada a norma ISO 15885. Para extrair a gordura de
produtos lacteos é necessério colocar 100 mL de amostra numa &mpola. No caso do leite em
po, pesar 10 g da amostra para um baldo volumétrico de 100 mL e adiciona-se agua desionizada
até dissolver e aferir. Adicionar a amostra 20 mL de amoénia, 80 mL de etanol absoluto e 100
mL de éter dietilico. Agitar para libertar o gas e agitar novamente durante um minuto. Apds a
separacao de fases, adicionar 100 mL de n-hexano e agitar para libertar o ar. Quando as fases
estiverem separadas, rejeitar a fase inferior. Adicionar 100 mL da solugédo de sulfato de sddio
(100 g/L), agitar para libertar o gas e rejeitar a fase inferior. Adicionar 100 mL de sulfato de
sodio (100 g/L), agitar para libertar o gas e agitar durante um minuto. Rejeitar a fase inferior e
filtrar para um bal&o de fundo redondo com auxilio de um funil com filtro e sulfato de sddio.
Evaporar a 60 °C num evaporador rotativo. Apos a evaporac¢do do solvente, levar a estufa, a 80
°C, para retirar qualquer resto de solvente.

2.3. Azeites e 6leos

Para as amostras de azeites e 0leos ndo € necessario extracdo da gordura. Para a

metilacdo destas amostras € retirado diretamente o volume necessario da matriz azeite e 6leo.
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3. Metilacdo dos acidos gordos para ésteres metilicos

Para a metilacdo da gordura € utilizada uma solucdo metandlica de hidroxido de
potéssio. Para a preparacdo desta solugdo pesar 11,2 g de hidréxido de potassio (KOH) em 100
mL de metanol, levar ao banho de ultra-sons. Apos a total dissolugcdo do KOH, deixar arrefecer

e aferir. Esta solucéo tem validade de uma semana.

3.1. Amostras denominadas de gerais

Apdbs a secagem na estufa, pipetar para um tubo de 10 mL, 0,1 mL da gordura da
amostra, adicionar 5 mL de isoctano. Apds agitacdo, adicionar 200 pL da solucéo de hidroxido
de potéssio e agitar os tubos durante 1 minuto, levando a formac&o de ésteres metilicos dos
acidos gordos que sdo compostos mais volateis para analise no cromatdégrafo gasoso. Apos
trinta minutos, € visivel observar um precipitado no fundo do tubo, podendo transferir-se o

sobrenadante para um vial de 2 mL e a andlise é feita por GC-FID.

Consoante o tipo de amostras a quantidade de gordura é variavel. Ha4 amostras que
apresentam pouca quantidade de gordura, ndo sendo possivel obter os 100 L necessarios para
a metilacdo. Neste tipo de amostras, o solvente € adicionado diretamente ao baldo, em funcéo
da gordura no baldo. No caso de a amostra apenas apresentar gordura nas paredes a quantidade
de solvente utilizada é de 2 mL.

3.2. Produtos lacteos e derivados

Pipetar 100 pL da gordura da amostra e adicionar 5 mL de n-heptano. Apés agitacéo,
adicionar 200 pL da solucdo de hidréxido de potéssio (2.2) e agitam-se os tubos durante 1
minuto. Deixar repousar até que a parte superior da solucao fique limpida e decantar essa
solucdo para um vial para injecdo no cromatédgrafo gasoso. A utilizacdo de n-heptano como
solvente para uma posterior metilacdo da gordura, ndo é apenas utilizada em produtos lacteos
com este tipo de extracdo, mas em todos os derivados lacteos, nomeadamente queijos.

3.3. Azeites, 6leos e gorduras

Os azeites sdo preparados de acordo com o regulamento n° 796/2002.°! Este
regulamento indica-nos que para a preparacdo de ésteres metilicos do azeite é necessario
pipetar 0,1 mL da amostra de azeite, adicionar 2 mL de n-heptano e agitar. Adicionar 0,2 mL
da solucdo metandlica de hidroxido de potassio e agitar energicamente. Quando o sobrenadante

ficar limpido pode passar-se este para um vial para ser injetado no cromatédgrafo gasoso.
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Para amostras como o 0leo e gorduras utiliza-se 0 método adotado para os azeites,

utilizando isoctano como solvente.
4. Condic¢bes cromatogréficas de analise dos compostos de interesse

O método usado para este tipo de analise apresenta as seguintes condicdes:

Coluna: capilar, 60m x 250um x 0,20 um; Detetor FID: 280 °C; Injetor: split 150:1, a
250 °C; Forno: 250 °C. Fluxo: contante a 1,105 [mL/min]; Gas de transporte: Ar comprimido
e Hidrogénio (10:1); Detetor 280 °C. Volume de injecdo: 0,60 pL; Tempo de andlise: 17

minutos.

Antes de cada injecdo, a seringa é lavada trés vezes com solvente; ap0s a injecao, a
seringa € lavada novamente trés vezes com solvente. Para a realizagdo de uma série de amostras
é necessaria recorrer a uma sequéncia de analise: Leitura de um branco, nomeadamente
isoctano, para verificar que ndo existem interferéncias que possam levar a falsa identificacéo
de um pico cromatografico correspondente a um &cido gordo; leitura uma mistura de padrdes
C37. Esta mistura contém 37 ésteres metilicos de &cidos gordos; leitura de um material de
referéncia, denominado de amostra de controlo de qualidade; leitura das amostras. A cada dez
amostras, fazer a leitura de um branco para limpeza e confirmacdo de que ndo existem

interferéncias.

4.1. Mistura de padrdes C37

A mistura de padrdes C37 contém 37 ésteres metilicos de acidos gordos e esta pretende
confirmar que os &cidos gordos estdo a ser corretamente identificados, a partir do tempo de
retencdo, e o calculo da percentagem da area de cada éster metilico, fornecendo os fatores de
resposta. Na figura 6 € possivel observar os acidos gordos existentes na mistura de padrdes.
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Table 1. Composition of Supelco 37 Component

FAME Mix
Peak Component Weight
D= (acid methyl esters) (%a)
1 C4:0 (Butryic) 4
2 C&:0 (Caproic) 4
3 C&:0 (Caprylic) 4
4 C10:0 (Capric) 4
5 C11:0 (Undecanaic) 2
[:] C12:0 (Lauric) 4
7 C13:0 (Tridecanoic) 2
B8 C14:0 (Myristic) 4
9 C14:1 (Myristoleic) 2
10 C15:0 (Pentadecanoic) 2
M C15:1 (eis-10-Pentadecenoic) 2
12 C16:0 (Palmitic) [}
13 C16:1 (Palmitoleic) 2
14 C17:0 (Heptadecanocic) 2
15 C17:1 (cis-10-Heptadecenoic) 2
16 C18:0 (Stearic) 4
17 C18:1n0¢ (Oleic) 4
18 C18:1n8t (Elaidic) 2
19 C18:2n6e (Linoleic) 2
20 C18:2n6t (Linclelaidic) 2
Pl C18:3n6 (-Linclenic) 2
22 C18:3n3 (-Linolenic) 2
23 C20:0 (Arachidic) 4
24 C20:1n9 (cis-11-Eicosenoic) 2
25 C20:2 (cis-11,14-Eicosadiencic) 2
26 C20:3n6 (cis-8,11,14-Eicosatrienoic) 2
27 C20:3n3 {cis-11,14,17-Eicosatrienoic) 2
28 C20:4n6 (Arachidonic) 2
29 C20:5n3 (cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic) 2
30 C21:0 (Henicosanoic) 2
31 C22:0 (Behenic) 4
32 C22:1n8 (Erucic) 2
33 C22:2 (eis-13,16-Docosadienoic) 2
34 C22:6n3 (cis-4 7 10,13,16,19-Docozahexaencic) 2
35 C23:0 (Tricosanoic) 2
36 C24:0 (Lignoceric) 4
37 C24:1n8 (Nervonic) 2

® Peak numbers in Figures A-D.

Figura 6: Composicdo da mistura de padrdes C37.1

Cada é&cido gordo apresenta um tempo de retencdo que é caracteristico. Apods a
identificacdo na mistura de padrfes, a percentagem de acidos gordos na amostra pode ser
calculada a partir da area correspondente a cada acido gordo. Para os célculos posteriores é
necessario calcular o F (equacdo 23) que relaciona a quantidade do éster metilico de &cidos

gordos (FAME) com a area do FAME no padrao.

Quantidade do FAME

= _ Equacéo 23
Area do FAME do padrao

Apos este calculo, € necessario calcular a percentagem de cada FAME presente na

amostra, equacao (24).

Area (FAME) x F Equagio 24
Y Areas

% (FAME na amostra) =
Este valor é normalizado com auxilio a equacdo 25, onde é calculada a % do éster
metilico de &cido gordo normalizado:

% (FAME na amostra)
2. % (FAMEs na amostra) Equacdo 25

% (FAME na amostra) normalizado =

A conversdo de FAME para acidos gordos tem em consideracéo o fator fAGi, anexo I.

Este fator fAGi denomina-se como o fator de conversao individual de um FAME para o &cido
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gordo correspondente. A percentagem de &cido gordo presente na amostra € o produto da area
do FAME por fAGi, (equagéao 26).

% (AG na amostra) = Areap s (%)x fAGI Equacao 26

Para efetuar a normalizacdo dos resultados, divide-se a % de AG na amostra pelo
somatoria das % dos acidos gordos na amostra, (equacao 27).

% (AG na amostra)
Y. % (AGs na amostra)

Equacéo 27

% (AG na amostra) normalizado =

5. Andlises realizadas para a validacdo de métodos

Para a validacdo dos métodos realizada neste trabalho foram realizadas extracdes de
sete amostras: salmédo, atum em conserva, panado misto e maionese que sdo amostras extraidas
como amostras gerais. As amostras de banha de porco e 6leo vegetal sdo extraidas como um
azeite. O leite em po é extraido como um produto lacteo.

Para o estudo de repetibilidade foram realizados dez ensaios no mesmo dia das sete
amostras. Para o estudo da precisdo intermeédia foram realizados dois duplicados em cinco dias
diferentes, para as amostras 6leo vegetal, banha de porco, salméo, atum em conserva, panado

misto e maionese.
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11 - Resultados e discussao
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Este trabalho foi realizado na presenca da analista principal para acompanhar o método
e foram sempre utilizados Daily Process Control (DPC), ou seja, uma amostra de controlo
diério, para verificar se os resultados obtidos estavam no intervalo definido pela empresa.

1. Mistura de padrdes C37

A mistura de padrbes C37 permite a identificacdo dos diferentes compostos e na figura
7 € possivel verificar um cromatograma obtido para esta mistura de padrdes. Esta mistura
permite-nos identificar os picos dos diferentes acidos gordos, tal como definir o seu fator de
resposta. E necessaria sempre a verificagdo desta mistura confirmando a integragéo correta dos
picos, com auxilio do certificado de analise que nos fornece a informacéo dos picos existentes

e a quais acidos gordos estes correspondem.

g
2y
gﬁ?.{,_,.

Figura 7: Cromatograma da mistura de padrdes C37.

2. Matrizes analisadas

Para a validacdo do método, nomeadamente avaliacdo da veracidade, repetibilidade e
precisdo intermédia foram analisadas sete matrizes diferentes: éleo vegetal, banha de porco,

atum em conserva, salmédo, maionese, panado misto e leite em po.

As matrizes 0leo vegetal, salmdo e maionese correspondem a materiais de referéncia
certificados (MRC), o que nos permite avaliar o desempenho analitico do método pela
comparagdo dos intervalos definidos do MRC com os diversos pardmetros em estudo,

avaliando a sua veracidade.

2.1. Veracidade
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A veracidade é definida como a justeza de medicdo e € a concordancia entre a média
dos ensaios realizados e o valor de referéncia. A veracidade deste método foi demonstrada pela
comparacao dos resultados obtidos no laboratdrio com os valores presentes nos certificados de
analise dos materiais de referéncia em estudo. Além da comparagdo dos resultados com o
intervalo definido pelos certificados de anélise dos diferentes MRC, também foi calculado o
Z-score e 0 erro de justeza para as matrizes salmdo e maionese de modo a demonstrar o

desempenho do método.
a. Oleo vegetal

Na figura 8 encontra-se um cromatograma referente a matriz 6leo vegetal. Tratando-se
de um oleo, as abundéancias dos acidos gordos variam consoante a sua origem, e esta matriz
apresenta uma elevada percentagem &cidos gordos polinsaturados: presenca de C18:2n6c¢ e
C18:3n3c.

o 4] 2020-01-20 vegetable oil TM 14161 #7 [manually integrated] WO1

e o e e e e B e e e e e e L B S B e o e e ) A e
0,00 1,28 2,50 378 5,00 825 7,50 8,75

Figura 8: Cromatograma obtido por GC-FID para o 6leo vegetal.

Na tabela 1 encontram-se discriminados os valores de acidos gordos saturados,
monoinsaturados e polinsaturados em percentagem, assim como o intervalo definido pelo
certificado do MRC, presente no anexo E, intervalo para o qual o valor obtido em laborat6rio
deve estar compreendido para que 0 Z-score seja menor ou igual a 2. Através da comparacao
dos valores da tabela 1 com os valores de intervalo definidos pelo certificado, verifica-se que
os valores obtidos em laboratdrio estdo dentro do intervalo, assumindo-se assim que os valores

sdo aceitaveis.
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Tabela 1: Resultados para 0s nove ensaios realizados no mesmo dia para os acidos gordos saturados
(sat,), monoinsaturados (mon,) e polinsaturados (pol.) e valores do intervalo de aceitagéo dos resultados
retirados do certificado do MRC para a matriz éleo vegetal.

‘ R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 Intervalo

Sat. 9,620 9,690 9,610 9,680 9,660 9,690 9,720 9,650 9,670 8,500-10,39
Mon. 17,56 17,58 17,58 17,58 17,57 17,57 17,56 17,59 17,58 15,32-18,72
Pol. 72,77 72,67 72,76 72,69 72,72 72,69 72,66 72.72 72.70 66,87-75,41

Na tabela 2 estdo discriminados os valores para o acido linoléico (C18:2n6c¢), linolénico
(C18:3n3c), oleico (C18:1n9c), palmitico (C16:0) e estearico (C18:0).

Tabela 2: Resultados para 0s nove ensaios realizados no mesmo dia para o &cido linoleico (C18:2n6c),
0 4cido linolénico (C18:3n3c), o acido oleico (C18:1n9c), o &cido palmitico (C16:0) e o &cido estedrico
(C18:0), para o 6leo vegetal.

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 Intervalo

C18:2n6¢ 3757 3754 3756 3755 3755 3754 3752 3756 37,53 34,92-39,38
C18:3n3c 35,06 35,00 35,07 3501 3504 3502 3501 3503 3504 31,87-3593
C18:1n9c 16,63 16,63 16,63 16,63 1663 1663 16,62 1665 1664  14,80-18,08

C16:0 5920 5940 5920 5930 5900 5930 5960 5940 5910  5200-6,360
C18:0 3440 3450 3450 3450 3450 3460 3460 3,460 3460  3,050-3,730

Para estes acidos gordos foi possivel verificar também que os valores estavam
compreendidos no intervalo definido pelo certificado do MRC (anexo E), pois na tabela 2,
podemos observar que os valores obtidos, para as diferentes réplicas realizadas no mesmo dia,

estdo compreendidos no intervalo esperado.

Na tabela 3, podemos observar o erro de justeza obtido para a matriz 6leo vegetal,
calculado com auxilio a equacdo 2. Os valores de referéncia estdo no anexo E. Como é possivel
observar, 0s erros de justeza sdo positivos, 0 que nos indica que os valores obtidos
laboratorialmente sdo superiores ao valor de referéncia presente no certificado, todos os erros
de justeza sdo inferiores a 10%. Na tabela 3 estdo sobre a veracidade/justeza do método. Ao
dividir o valor médio obtido dos resultados experimentais pelo valor de referéncia presente no
certificado do MRC, é possivel observar que quanto mais proximo de 1, mais o valor obtido
nos ensaios laboratoriais se aproxima do valor real, concluindo que maior serd a

veracidade/justeza.
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Tabela 3: Média dos valores obtidos em laboratdrio para os acidos gordos saturados, monoinsaturados
e polinsaturados da matriz 6leo vegetal, o seu valor de referéncia, o respetivo erro de justeza e o calculo
da aproximacéo do valor obtido experiencialmente com o valor referéncia.

o Valor Erro de Média
Média . _—
Referéncia Justeza Valor Ref.
Saturados 9,665 9,45 23% 1,023
Monoinsaturados 17,57 17,02 33% 1,033
Polinsaturados 72,71 71,14 2.2 % 1,022

b. Salmao

Na figura 9 podemos observar o cromatograma associado a matriz de salméo. Este
cromatograma € caracteristico de um pescado, pois podemos notar a presenca dos &cidos
gordos Omegas. A presenca do &cido gordo Eicosapentaendico (C20:5n3c), também
denominado por EPA e do 4cido gordo Docosahexaendico (C22:6n3c), conhecido por DHA,
sdo caracteristicas de matrizes de pescados. O salmao apresenta uma percentagem de acidos
gordos saturados entre os 15 a 16 %, uma percentagem de &cidos gordos monoinsaturados de
47 a 49 % e uma percentagem de &cidos gordos polinsaturados de 35 a 38 %. O salméo também

apresenta acido erucico.

o 1 2020-01-24 salm3o 11486 #3 [manually integrated] 51

R e e e e e B e e e e e e e i B e e e e e
0,00 1,25 250 3,75 5,00 625 7,50

Figura 9: Cromatograma obtido por GC-FID de uma amostra de salméo.

A matriz de salm&o utilizado neste trabalho € um material de referéncia certificado pelo
que foi possivel verificar se os valores de &cidos gordos estdo de acordo com o esperado. Na
tabela 5 encontra-se o perfil de acidos gordos e o intervalo definido pelo MRC e na tabela 4
encontramos 0s acidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados e o intervalo no
qual os valores obtidos laboratorialmente devem estar inseridos e a média dos ensaios
realizados no laboratdrio. Os agrupados C18:1, C18:2 e C18:3 sdo a soma dos seus préprios

com 0s seus isébmeros trans.
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Tabela 4: Ensaios realizados no mesmo dia para os &cidos gordos saturados (sat.), monoinsaturados
(mon.) e polinsaturados (pol.) e intervalo definido no certificado do MRC da matriz salméo.

‘ R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 Intervalo  Média
Sat. 1556 1551 1552 1551 15,5 15,5 15,53 15,5 15,58 15,52 15,5-18,9 15,52
Mon. 48,87 48,86 4883 4889 48,81 4891 4891 48,87 48,76 48,79 44,7-51,7 48,85
Pol. 353 3538 3541 3538 354 3533 3524 3529 3537 3542 30,3-37,2 35,35

Na tabela 4 estdo apresentados os valores de repetibilidade obtidos para os &cidos

gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados. Os Z-score calculados para os acidos

gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados, foram, respetivamente, 0,93, 031 e 0,62.

Estes trés valores de Z-score obtidos nesta matriz estdo no intervalo admitido, considerando-

se assim os valores aceitaveis.

Tabela 5: Resultados obtidos para os acidos gordos para as dez réplicas realizadas no mesmo dia e o

intervalo definido no certificado do MRC da matriz salmao.

Acidos Intervalo
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
gordos do MRC
C04:0 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 000 0,00
C06:0 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
C08:0 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
C10:0 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
C11:0 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
C12:0 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,0
C14:0 245 245 241 246 246 246 245 2,51 245 245 1,00-2,90
Cl14:1n9c | 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
C15:0 0,19 017 016 017 017 017 017 0,18 017 019 0,00-0,70
C15:0is0 | 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00 0,00-0,50
C15:0aiso | 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 000 0,00 0,00-0,50
C15:1n5¢c | 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 000 0,00
C16:0 9,66 96 963 963 962 962 961 9,68 961 9,66 8,90-10,9
C16:1n7c | 277 296 262 295 28 299 281 3,01 295 2,77 2.20-3.20
C16:2n4c | 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
C16:3n4C | 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
C17:0 015 019 015 015 015 015 016 0,15 015 015 0,00-0,70
C17:0iso | 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00 0,00-0,60
Cl17:0aiso | 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 000 0,00 0,00-0,50
Cl17:dn7c | 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 000 0,00 0,00-0,60
C18:0 2,51 247 255 249 251 249 252 2,48 25 2,51 23,0-3.30
C18:1 3682 3685 37,19 37 369 3728 3731 3687 37,33 3682 333403
C18:2 1342 1349 1352 1351 1347 135 1365 1347 1363 1342  122.149
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Tabela 5: Resultados obtidos para os &cidos gordos para as dez réplicas realizadas no mesmo dia e
o intervalo definido no certificado do MRC da matriz salmdo (continuagéo).

Acidos Intervalo
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10

gordos do MRC

C18:3 9,01 974 952 9,85 9,76 975 9,94 9,83 9,47 9,01 8.20-10,0

C18:4n3c 0,7 0,76 0,76 0,77 0,76 0,75 0,6 0,76 0,76 0,7 0.20-1,20

C20:0 0,36 0,38 0,39 0,38 0,38 0,38 0,39 0,38 0,39 0,36 0,00-0,90
C20:1n9c | 5.48 5,34 5,34 5,17 5,39 5,24 5,05 5,24 4,75 5,48 450-550
C20:2n6c | 1,25 1,26 1,29 1,27 1,28 1,26 11 1,26 1,29 1,25 0.70-1,70
C20:3n3c | 0.86 0,85 0,86 0,86 0,86 0,85 0,87 0,84 0,88 0,86 0.40-1,40
C20:3n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.2 0,19 02 0,00 0,00 0,00-0,50
C20:4n3c | 094 0,91 0,91 0,92 0,92 0,91 0,93 0,91 0,93 0,94 0.40-1,40
C20:4n6¢ 01 0,28 0,23 0,28 0,28 0,28 0,29 0,28 0,29 0,1 0,00-0,80
C20:5n3c | 288 2,85 2,89 2,86 2,86 2,83 2,9 2,83 2,93 2,88 2.20-3,20

C21:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C22:0 0,15 0,15 0,15 0,14 0,15 0,15 0,15 0,14 0,15 0,15 0,00-0,70
C22:1n9c | 073 0,75 0,76 0,74 0,75 0,75 0,76 0,73 0,76 0,73 0,20-1,20
C22:1n1lc | 3.07 2,93 2,98 2,95 2,99 2,93 3 2,91 3,04 3,07 2.40-3,40
C22:2n6c | 0,00 0,13 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00-0,60
C22:5n3c 1,33 1,29 1,32 1,29 1,3 1,27 1,31 1,27 1,32 1,33 0,80-1,80
C22:6n3c | 423 41 4,18 4,08 41 4,05 4,14 4,02 4,15 4,23 3.70-4,70

C23:0 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,05 0,00

C24-0 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,06 0,05 0,06 0,06 0,06 0,00-0,60

C24:1n9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00-0,90

Na tabela 5 estdo presentes os dez diferentes ensaios realizados para a matriz de salméo
e na ultima coluna estdo os intervalos definidos pelo certificado do MRC (anexo F). Pela a
analise da tabela 5 conclui-se que os acidos gordos estdo todos compreendidos dentro do

intervalo definido no MRC.
O erro de justeza é calculado pela equacdo 2 e esta na tabela 6.

Tabela 6: Média dos valores obtidos em laboratdrio para os acidos gordos saturados, monoinsaturados
e polinsaturados da matriz salmao, o seu valor de referéncia, 0 respetivo erro de justeza e o calculo da
aproximacao do valor obtido experiencialmente com o valor referéncia.

. Valor Erro de Média
Média o _—
Referéncia Justeza Valor Ref.
Saturados 15,52 17,20 -9,8% 0,902
Monoinsaturados 48,85 48,20 1,3% 1,01
Polinsaturados 35,35 33,80 4,6 % 1,05
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Na tabela 6 podemos observar que o erro de justeza mais elevado € o correspondente
aos acidos gordos saturados, o que nos indica que a média dos resultados obtidos para 0s erros
de justeza obtidos, é a que é mais diferenciada. Isto também pode ser observado pelo célculo
da proximidade da média ao valor de referéncia que para os acidos gordos saturados € 0,9023,

um valor afastado do valor ideal, 1.
c. Maionese

O cromatograma obtido para a matriz maionese encontra-se na figura 10. O teor de
acidos gordos monoinsaturados esta relacionado com o C18:1n9c, sendo o &cido gordo com
maior expressdo na matriz de maionese. O teor de acidos gordos polinsaturados esta

relacionado com 0 C18:2n6¢ e C18:3n3c.

o 1 2020-02-06 maionese #7 Maionese 2

T T T T T T T T T T T T 1
0,00 1256 250 3,75 5,00 625 750 8,75 10,00 1125 12,50 13,75 15,00

Figura 10: Cromatograma obtido por GC-FID de uma amostra de maionese.

A maionese é um material certificado de referéncia o que permitiu a comparagédo dos

resultados obtidos com o intervalo definido no certificado do MRC (anexo H).

Tabela 7: Resultados para os dez ensaios realizados no mesmo dia para os acidos gordos saturados
(sat.), monoinsaturados (mon.) e polinsaturados (pol.) e valores do intervalo de aceitagédo dos resultados
retirados do certificado do MRC para a maionese.

‘ R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 Int. Média
Sat. 7340 7,390 7,460 7,440 7,460 7,430 7,400 7,440 7,370 7,320 6,7-8,3 7,410
Mon. 6500 6490 64,89 6491 6486 64,92 6490 64,92 64,98 64,98 60,9-67,9 64,93
Pol. 2739 2745 2738 27,38 2743 2739 2743 27,37 27,38 27,43 24,7-30,3 27,40

Na tabela 7 estdo discriminadas as percentagens de &cidos gordos saturados,
monoinsaturados e polinsaturados obtidos para as 10 amostras para o calculo da repetibilidade.

Na tabela 6 estdo discriminados os valores do perfil de acidos gordos obtidos para as 10
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amostras em condicbes de repetibilidade. E possivel verificar que todos os valores se

encontram dentro do intervalo definido pelo certificado do MRC.

Os Z-score calculados para os acidos gordos saturados, monoinsaturados e

polinsaturados, foram, respetivamente, 0,30, 0,88 e 0,11 e como é possivel verificar, os valores

de Z-score obtidos para esta matriz estdo inseridos no intervalo definido, o que nos indica que

os valores sdo aceitaveis.

Na tabela 8 estdo apresentados os resultados obtidos para as dez réplicas realizadas no

mesmo dia da matriz maionese e o intervalo do MRC.

Tabela 8: Resultados obtidos para os acidos gordos das dez réplicas realizadas e o intervalo definido
no MRC da maionese.

Acidos Intervalo
gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 doMRC
C04:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C06:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C08:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C10:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C11:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C12:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C14:0 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0-0,6
C14:1n9c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C15:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C15:0is0 | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0-0,5
C15:0aiso | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00-0,50
C15:1n5¢c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
C16:0 4,80 4,80 4,89 4,87 4,88 4,86 4,82 485 4,79 4,78 4,40-5,40
C16:1n7c | 0,24 0,24 0,25 0,24 0,25 0,25 0,24 0,25 0,24 0,25 0,00-0,70
C16:2n4c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
C16:3n4c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C17:0 000 005 005 005 005 005 005 005 005 0,00
C17:0iso | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Cl17:0aiso | 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0,00-0,50
Cl17:1n7c | 005 006 006 006 006 005 005 006 006 006
C18:0 1,53 1,52 1,52 1,52 1,52 1,52 1,52 1,53 1,53 1,53 1,10-2,10
Ci18:1 62,45 62,27 62,34 6234 6222 6237 6230 6235 6238 6235  583-653
C18:2 19,00 19,08 18,98 1899 19,06 1895 19,06 1897 1898 19,07  17,4-212
C18:3 8,59 8,56 8,59 8,58 8,55 8,59 8,56 8,59 8,59 8,55 7,60-9,40
C18:4n3c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
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Tabela 8: Resultados obtidos para os &cidos gordos das dez réplicas realizadas e o intervalo

definido no MRC da maionese (continuagao).

Acidos Intervalo
gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 doMRC
C20:0 051 051 051 050 050 051 051 051 052 051 0,00-1,00
C20:1n9c | 1,34 1,37 1,31 1,33 1,36 1,32 1,36 1,32 133 1,36 0,90-1,90
C20:2n6c | 007 008 007 008 008 007 008 007 007 008 0,00-0,60
C20:3n3c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
C20:3n6c | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n3c | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n6c | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:5n3c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C21:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C22:0 029 029 029 028 028 028 028 028 029 028 0,00-0,80
C22:1n9c | 0,77 0,81 0,77 0,78 0,81 0,77 0,80 0,80 0,80 0,81 0,30-1,30
C22:1nllc | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00-0,50
C22:2n6c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
C22:5n3c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
C22:6n3c | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
C23:0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
C24:0 0,12 0,12 0,11 0,12 0,12 0,11 0,12 0,12 0,11 0,12 0,00-0,60
C24:1n9c | 0,15 0,16 0,15 0,15 0,16 0,15 0,15 0,15 0,16 0,15 0,00-0,70

Como é possivel observar, os valores obtidos em laboratorio estdo dentro dos limites

definidos no certificado do MRC da matriz maionese (anexo F).

Na tabela 9 encontram-se discriminados os valores médios dos acidos gordos saturados,

monoinsaturados e polinsaturados, os valores de referéncia correspondentes, 0s erros de justeza

e a comparacao do valor médio obtido em laboratério com o valor de referéncia presente no
certificado do MRC.

Tabela 9: Média dos valores obtidos em laboratério para os acidos gordos saturados, monoinsaturados
e polinsaturados da matriz maionese, o seu valor de referéncia, o respetivo erro de justeza e o calculo
da aproximacéo do valor obtido experiencialmente com o valor referéncia.

o Valor Erro de Média
Média . _—
Referéncia Justeza Valor Ref.
Saturados 7,410 7,500 -1,2% 0,9880
Monoinsaturados 64,93 64,40 0,8 % 1,008
Polinsaturados 27,40 27,50 0,4 % 0,996
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Na tabela 9 onde podemos encontrar os erros de justeza calculados (equagdo 2),
verifica-se que os acidos gordos polinsaturados apresentam um erro de justeza baixo,
mostrando que o valor obtido laboratorialmente se encontra proximo do valor de referéncia,
como também é possivel observar pela comparacdo da média com o valor de referéncia, sendo

esse valor muito proximo de 1.

2.2.  Repetibilidade

Para o célculo da repetibilidade foram utilizadas dez ensaios realizados em condigdes
de repetibilidade, ou seja, realizados pelo mesmo analista, no mesmo dia. A repetibilidade pode
ser estudada com 7 ou mais ensaios da mesma matriz, e nas amostras banha de porco e atum
em conserva, foram consideradas 8 ensaios. Os valores utilizados para o célculo da
repetibilidade das matrizes banha de porco, atum em conserva e panado misto encontram-se

nos anexos A, B e C, respetivamente.
a. Acidos gordos saturados

Na tabela 10 estdo discriminados os valores obtidos em laboratorio para as diferentes

matrizes em estudo em condigOes de repetibilidade.

Tabela 10: Resultados obtidos para os acidos gordos saturados para o estudo da repetibilidade.

Matriz R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Oleo Vegetal 9,620 9,690 9,610 9,680 9,660 9,690 9,720 9,650 9,670 X
Banha de porco 39,39 39,25 39,29 39,12 39,15 39,11 39,14 39,21 X X
Atum em Conserva 23,66 23,54 23,58 23,52 23,63 23,69 23,66 23,69 X X
Salméo 15,56 15,51 15,52 15,50 15,50 15,53 15,50 15,58 15,52 15,52
Maionese 7,340 7,390 7,460 7,440 7,460 7,430 7,400 7,440 7,370 7,320
Panado misto 22,77 22,96 22,98 22,96 22,88 23,02 22,99 23,02 23,05 23,04

Com os resultados da tabela 10, foi possivel calcular o limite da repetibilidade
apresentado na tabela 11.

Pela andlise da tabela 11, é possivel observar que os valores obtidos para o limite de
repetibilidade estdo compreendidos entre 0,075 para a matriz de salmao e 0,274 para a matriz

de banha de porco, calculados com auxilio a equagéo 9.
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Tabela 11: Pardmetros utilizados para o calculo de repetibilidade dos &cidos gordos saturados.

] Desvio o Limite da

. o . Desvio . Limite da o

Matriz Média Variancia . padréo o repetibilidade
padrao . repetibilidade .

relativo relativo

Oleo Vegetal 9,666 0,0012 0,0350 0,3625 0,098 1,015
Banha de porco 39,21 0,0096 0,0978 0,2494 0,274 0,698
Atum em Conserva 23,62 0,0044 0,0666 0,2821 0,187 0,790
Salmao 15,52 0,0007 0,0267 0,1723 0,075 0,483
Maionese 7,405 0,0025 0,0495 0,6684 0,139 1,872
Panado misto 22,97 0,0072 0,0850 0,3701 0,238 1,036

O limite de repetibilidade relativo esta compreendido entre 0,483 % correspondente a
matriz de salmdo e 1,872 % relativo a matriz de maionese (equacdo 10). Isto indica-nos que a
matriz maionese aceita uma maior diferenga entre dois resultados, devido ao desvio padréo
relativo ser mais elevado. As diferencas entre dois resultados da mesma amostra sdo inferiores

ao limite de repetibilidade, assim os resultados sé@o concordantes entre medi¢Ges consecutivas.

Para os valores de Gp minimos e maximos serem aceitaveis, estes terdo de ser inferiores
aos valores criticos a 1 % (anexo H). Estes valores sdo calculados com auxilio as equacdes 12
e 13. Apds a aplicacao do teste de Grubbs, foi possivel verificar que o teste ao valor maximo,
da matriz de 0Oleo vegetal, estava em estado de alerta, indicando que o valor de Gp maximo era
superior ao valor critico a 1 % e para que a matriz 6leo vegetal fosse aceite, foi necessario
eliminar um ensaio realizado para esta matriz. Apos a eliminacdo desse ensaio, todos os valores

de teste de Grubbs foram considerados aceitaveis (tabela 12).

Tabela 12: Teste de Grubbs para os acidos gordos saturados.

. Valor Gp Valor Teste ao Gp Valor  Teste ao valor

Matriz Populagéo ) ] ) . .
critico 1% minimo valor minimo  maximo maximo
Oleo Vegetal 9 2,387 1,586 Aceitavel 1,554 Aceitavel
Banha de Porco 8 2,274 0,997 Aceitavel 1,866 Aceitavel
Atum em Conserva 8 2,274 1,519 Aceitavel 1,032 Aceitével
Salméo 10 2,482 0,897 Aceitavel 2,093 Aceitavel
Maionese 10 2,482 1,717 Aceitavel 1,111 Aceitavel
Panado misto 10 2,482 2,318 Aceitavel 0,977 Aceitavel

O teste C de Cochran (equacdo 14) esta relacionado com a maior variancia obtida no
conjunto de amostras consideradas e ao ter o leite em pd no conjunto de matrizes em estudo, o
teste de C de Cochran indicava que se devia eliminar esta matriz, de maior variancia, pois esta

apresentava um valor de C de Cochran superior ao valor critico tabelado. A eliminacéo desta
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matriz pode ser explicada devido a natureza muito variada das matrizes em estudo. Apos
eliminagdo desta matriz, pela analise da tabela 13, verifica-se que o valor critico tabelado é
superior ao C de Cochran calculado, e portanto os valores séo considerados aceites

Tabela 13: Teste C de Cochran para os acidos gordos saturados.

Ndmero de matrizes: Maior 0.010
Teste C 6 variancia: ' Valor critico
de ~ — tabelado -  0,3817 | Avaliagdo: CCalc<Ctab5%
Cochran | NUmerodeensaios: | C de Cochran 0373 | Cc(5%):
9 (calculado): '

Na tabela 14 estdo os valores obtidos para o limite de repetibilidade das diferentes
matrizes, que é de 0,16%, e o seu valor relativo é 0,98%. O coeficiente de variacdo médio
relativo calculado a partir do desvio padrédo da repetibilidade € 0,35%. Estes valores relacionam
0 desvio padréo relativo de todas as amostras em estudo tal como o limite de repetibilidade

relativo.

Tabela 14: Limite de repetibilidade, limite de repetibilidade relativo e coeficiente de variagdo médio
relativo para os acidos gordos saturados.

Valor do limite da repetibilidade 0,1683
Valor do limite da repetibilidade relativo 0,9823
Coeficiente de variagdo médio relativo 0,3508

b. Acidos Gordos Monoinsaturados

A tabela 15 apresenta os parametros utilizados para o célculo da repetibilidade dos

acidos gordos monoinsaturados, com auxilio das equacdes 6 a 17.

Tabela 15: Resultados obtidos para os acidos gordos monoinsaturados para o estudo da repetibilidade.

Matriz R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Oleo Vegetal 17,56 1758 17,58 1758 17,57 1757 17,56 17,59 17,58 X
Banha de porco 47,25 47,33 47,22 47,37 4741 4744 47,39 47,36 X X
Atum em Conserva | 4848 4858 4847 4842 4850 4845 4842 4846 X X
Salméao 4887 48,86 4883 4889 4881 4891 4891 4887 4876 4879
Maionese 6500 6490 6489 6491 6486 6492 6490 6492 6498 64,98
Panado misto 50,89 50,76 50,75 50,77 50,83 50,70 50,66 50,67 50,61 50,71

O limite de repetibilidade relativo mais baixo € de 0,162 %, pertencente ao 0leo vegetal
e 0 mais elevado é de 0,460 % que pertence ao Panado misto, como é possivel verificar na
tabela 16. Estes valores indicam-nos que a matriz do panado misto aceita uma maior diferenca

entre dois resultados.
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Tabela 16: Pardmetros utilizados para o calculo de repetibilidade dos &cidos gordos monoinsaturados.

] Desvio o Limite da

. o . Desvio . Limite da o

Matriz Média Variancia . padréo o repetibilidade
padrao . repetibilidade .

relativo relativo

Oleo Vegetal 17,5744 0,0001 0,0101 0,0577 0,028 0,162
Banha de porco 47,3463 0,0059 0,0765 0,1616 0,214 0,453
Atum em Conserva 48,4725 0,0027 0,0515 0,1062 0,144 0,297
Salmao 48,8500 0,0026 0,0510 0,1044 0,143 0,292
Maionese 64,9260 0,0021 0,0455 0,0701 0,127 0,196
Panado misto 50,7350 0,0069 0,0833 0,1642 0,233 0,460

Na tabela 17 estdo representados os resultados obtidos para o teste de Grubbs. Como é
possivel observar que os valores de Gp minimos (equacdo 12) e maximos (equacao 13) das
matrizes sdo inferiores ao valor critico a 1 %, podem-se considerar os valores obtidos para as

diferentes matrizes aceitaveis.

Tabela 17: Teste de Grubbs para os acidos gordos monoinsaturados.

Valor Gp Valor Teste ao Gp Valor  Teste ao valor

Matriz Populagéo ) ] ) . .
critico 1% minimo valor minimo  méaximo maximo
Oleo Vegetal 9 2,387 1,425 Aceitavel 1,534 Aceitavel
Banha de porco 8 2,274 1,650 Aceitavel 1,225 Aceitavel
Atum em Conserva 8 2,274 1,020 Aceitéavel 2,088 Aceitéavel
Salméo 10 2,482 1,765 Aceitavel 1,177 Aceitavel
Maionese 10 2,482 1,450 Aceitavel 1,626 Aceitavel
Panado misto 10 2,482 1,501 Aceitavel 1,861 Aceitavel

O Teste C de Cochran, como pode ser observado na tabela 18, foi considerado aceite,
pois o valor critico tabelado de C de Cochran é maior que o C de Cochran calculado, com

auxilio a equacéo 14.

Tabela 18: Teste C de Cochran dos acidos gordos monoinsaturados.

Numero de matrizes: Maior
Teste C 6 variancia: 0,007 Valor critico
de - — tabelado -  0,3817 |Avaliagdo: CCalc<Ctab5%
Cochran | Numero de ensaios: C de Cochran 0343 | Cc(5%):
9 (calculado): '

Verificados os resultados e obtendo resultados aceites tanto do Teste de Grubbs como
do Teste de Cochran, determinou-se o valor do limite da repetibilidade (equacao 15), que é de
0,15 % e o relativo (equacédo 16) de 0,31 %. O coeficiente de variacdo medio relativo (equacao

17) foi igual a 0,11 %. Estes valores estdo na tabela 19.
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Tabela 19: Limite de repetibilidade, limite de repetibilidade relativo e o coeficiente de variacdo médio
relativo para os acidos gordos monoinsaturados.

Valor do limite da repetibilidade 0,1484
Valor do limite da repetibilidade relativo 0,3099
Coeficiente de variacdo médio relativo 0,1107

c. Acidos Gordos Polinsaturados

A tabela 20 apresenta os valores utilizados para o calculo da repetibilidade do método
em estudo.

Tabela 20: Resultados obtidos para os acidos gordos polinsaturados para o estudo da repetibilidade.

Matriz R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Oleo Vegetal 72,77 7267 72,76 7269 72,72 7269 7266 7272 7270 X
Banha de porco 13,22 1324 1322 1325 1324 1326 1328 1325 X X
Atumem Conserva | 27,50 27,53 2758 27,67 2750 27,49 2752 27,48 X X
Salméo 35,30 35,38 35,41 35,38 35,40 35,33 3524 3529 3537 35,42
Maionese 27,39 2745 27,38 2738 27,43 2739 2743 27,37 2738 2743
Panado misto 25,50 25,43 25,41 25,41 25,43 25,42 2549 2545 2547 25,38

Os limites de repetibilidade relativos variam entre 0,14 e 0,64 %, onde o0 atum em
conserva aceita uma maior diferenca entre dois resultados, apresentando um desvio padrao
relativo mais elevado, enquanto que o 6leo vegetal é a matriz com um limite da repetibilidade
relativo mais baixo (tabela 21). E possivel verificar também que a diferenca entre dois ensaios,
na mesma amostra, é inferior ao limite da repetibilidade, confirmando que as medicGes

consecutivas sdo concordantes.

Tabela 21: Pardmetros utilizados para o calculo de repetibilidade dos acidos gordos polinsaturados.

. Desvio o Limite da

. o . Desvio . Limite da o

Matriz Média Variancia . padréao o repetibilidade
padrao . repetibilidade .

relativo relativo

Oleo Vegetal 72,71 0,0014 0,0376 0,0517 0,105 0,145
Banha de porco 13,24 0,0004 0,0200 0,1510 0,056 0,423
Atum em Conserva 27,53 0,0040 0,0632 0,2297 0,177 0,643
Salméo 35,35 0,0035 0,0594 0,1680 0,166 0,471
Maionese 27,40 0,0008 0,0287 0,1047 0,080 0,293
Panado misto 25,44 0,0015 0,0381 0,1499 0,107 0,420

Os resultados obtidos do Teste de Grubbs das diferentes matrizes foram considerados
aceitaveis, o que significa que os valores de G calculados sdo menores que os valores criticos
a1l % (tabela 22).
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Tabela 22: Teste de Grubbs para os acidos gordos polinsaturados.

Valor Gp Valor Teste ao Gp Valor  Teste ao valor

Matriz Populagéo . . . . .
critico 1% minimo valor minimo ~ méximo méaximo
Oleo Vegetal 9 2,387 1,301 Aceitavel 1,627 Aceitavel
Banha de porco 8 2,274 1,250 Aceitavel 1,750 Aceitavel
Atum em Conserva 8 2,274 0,850 Aceitavel 2,155 Aceitavel
Salméo 10 2,482 1,885 Aceitavel 1,145 Aceitavel
Maionese 10 2,482 1,150 Aceitavel 1,638 Aceitével
Panado misto 10 2,482 1,547 Aceitavel 1,599 Aceitavel

Apbs o calculo de C de Cochran, o valor calculado € menor que o valor critico tabelado
a5 % (tabela 23). O Teste de C de Cochran permite-nos decidir se existe uma variancia
significativamente maior que as outras variancias em estudo e com as quais deve ser
comparavel. Ao obtermos o teste de C de Cochran como aceite podemos concluir que a maior

variancia neste conjunto de resultados é comparavel com as outras variancias em estudo.

Tabela 23: Teste C de Cochran dos &cidos gordos polinsaturados.

NuUmero de matrizes: Maior
o 0,004 -
Teste C 6 variancia: ' Valor critico
de B _— tabelado-  0,3817 | Avaliagdo: CCalc<Ctab5%
Cochran Ndmero de ensaios: C de Cochran Ce (5 %):
3 0,344
9 (calculado):

Apbs o Teste de Grubbs e C de Cochran serem aceites, foi possivel o célculo do valor
do limite de repetibilidade (equacgéo 15), apresentado na tabela 24, de 0,12 %, e o relativo de
0,40 %. O coeficiente de variacdo médio relativo (equacéo 29) foi igual a 0,14 %.

Tabela 24: Limite de repetibilidade, limite de repetibilidade relativo e o coeficiente de variacdo médio
relativo para os acidos gordos polinsaturados.

Valor do limite da repetibilidade 0,1153
Valor do limite da repetibilidade relativo 0,3990
Coeficiente de variagdo médio relativo 0,1425

2.3. Precisdo intermédia

Para obter a precisdo intermédia foram realizadas 6 amostras em duplicados em cinco
dias diferentes, pela mesma analista. Nas tabelas 25, 26 e 27 estdo os valores dos duplicados,
o0 desvio padréo da precisao intermédia, o coeficiente de variagdo médio e o limite de precisao

intermédio.
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Tabela 25: Resultados obtidos dos acidos gordos saturados dos cinco duplicados realizados em dias

diferentes para calculo da precisdo intermédia, o desvio padréo da precisao intermédia (Si), o coeficiente

de variacdo médio (C.V.M.) em percentagem e o limite da precisdo intermédio (L.P.l.) em percentagem,

das matrizes 6leo vegetal, banha de porco, atum, salmdo, maionese e panado misto.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Si CV.M. L.P.L

Oleo Veg. 9,66 9,70 9,69 9,71 9,85 9,76 9,63 9,60 968 9,66 0,03376 0,3483  0,9752
Banha 39,39 3948 3849 3838 3940 3925 3939 3941 40,33 40,32  0,06572 0,1669  0,4673
Atum 2334 2308 2314 2338 2333 2287 2153 2152 2302 2275 02024 0,8880  2,4865
Salmao 1527 1527 1526 1542 1551 1569 1437 1456 1504 1512  0,1002 06617 18527
Maionese 7,46 7,37 7,46 7,48 7,25 7,31 7,27 7,19 730 7,34 0,04483 06106  1,7096
Panado 2306 22,95 2459 2476 2438 2470 2544 2558 2572 2600  0,1554 06286  1,7600

Pela analise da tabela 25 verifica-se que o limite precisdo intermédio mais elevado é de

2,48 %, correspondente ao atum em conserva e 0 menor limite de precisdo intermédio

corresponde a banha de porco, com 0,46 % (calculados a partir da equagéo 22).

Tabela 26: Resultados obtidos para os acidos gordos monoinsaturados dos cinco duplicados realizados

em dias diferentes para calculo da precisdo intermédio, do desvio padrdo da precisdo intermédia (Si),

do coeficiente de variacdo médio (C.V.M.) em percentagem e do limite da precisao intermédia (L.P.1.)

em percentagem para as matrizes 6leo vegetal, banha de porco, atum, salmdo, maionese e panado misto.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Si CV.M. L.P.L

Oleo Veg. | 17,64 1755 1753 1752 1752 1755 17,50 1750 17,34 17,40  0,03563 0,2036  0,5700
Banha 4722 4716 47,02 47,64 46,74 46,93 47,93 4787 4644 4654  0,2092 0,4437 1,242
Atum 4832 4825 4786 47,71 47,85 4817 4876 4872 4976 50,25  0,1927 0,3969 1,111
Salmao 4857 4859 49,00 4898 49,09 4894 47,41 4774 4855 4853  0,1152 02372  0,6642
Maionese | 64,84 6492 6485 6491 6428 6482 6419 6467 659 6537  0,2967 04572  1,2803
Panado 50,75 50,58 5454 5427 5435 5428 5512 5498 5590 5564  0,1392 02577  0,7215

Pela andlise da tabela 26 verifica-se que o maior valor do limite de precisdo intermédio

(L.P.1.%) é de 1,28 %, correspondente a maionese e o menor limite de precisdo intermédio

corresponde ao 6leo vegetal.
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Tabela 27: Resultados obtidos para os &cidos gordos polinsaturados dos cinco duplicados realizados
em dias diferentes para calculo da precisdo intermédio, do desvio padréo da precisdo intermédia (Si),
do coeficiente de variacdo médio (C.V.M.) em percentagem e do limite da precisao intermeédia (L.P.I.)

em percentagem para as matrizes 6leo vegetal, banha de porco, atum, salméo, maionese e panado misto.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Si CV.M. L.P.L

Oleo Veg. 72,70 72,70 72,72 72,72 72,59 72,65 72,82 72,85 7294 72,89  0,02648 0,0364 0,1018
Banha 13,20 13,17 14,26 13,80 13,55 13,57 12,43 12,44 12,97 12,92 0,1468 1,1095 3,1066
Atum 27,16 27,42 27,93 27,77 27,58 27,74 28,76 28,81 26,36 26,13 0,1320 0,4788 1,3406
Salméo 35,18 35,12 34,89 34,76 3454 34,53 37,69 37,18 35,92 35,86 0,1686 0,4741 1,3274

Maionese 27,44 27,45 27,42 27,35 28,26 27,58 28,25 27,82 26,48 27,03 0,3089 1,1233 3,1453
Panado 25,31 25,59 20,14 20,27 20,57 20,25 18,79 18,82 17,78 17,65 0,1468 0,7155 2,0034

O limite de precisdo intermédia dos acidos gordos polinsaturados mais elevado € o da
maionese, correspondente a 3,14 % e o menor valor pertence ao 6leo vegetal, 0,10 % (tabela
27).

O facto de o estudo da precisdo intermédia ser realizado em dias diferentes, pode levar
a uma maior variabilidade dos resultados, sendo uma anélise adequada para observar como
variam os resultados, variando uma das variaveis, neste caso o tempo. Os limites de precisdo
calculados para os duplicados realizados em cinco dias diferentes para as seis diferentes
matrizes em estudo sdo todos inferiores a 3,14 %, correspondendo este ao limite de precisao

intermédio da matriz maionese no estudo dos acidos gordos polinsaturados.
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IV — Conclusao
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Atualmente, a seguranca alimentar € uma grande preocupacdo tanto para 0S
consumidores como para 0s produtores. Empresas como a Mérieux NutriSciences, Silliker
Portugal S.A. tentam fornecer aos seus clientes uma resposta quanto a seguranca alimentar. O
controlo de qualidade é algo que tem sido fundamental para fornecer resultados confiaveis e

verdadeiros.

A qualidade é cada vez mais procurada pelos clientes e a validagdo de métodos é um
dos aspetos necessarios para fornecer evidéncias da credibilidade dos seus resultados. A
validacdo de métodos faz parte do controlo de qualidade e para este trabalho foi proposta uma
validacdo dos acidos gordos de diversas matrizes, tendo-se procedido ao estudo da

repetibilidade e da precisdo intermédia.

Para a avaliacdo da veracidade foram utilizados materiais de referéncia certificados
(MRC), nomeadamente de 6leo vegetal, maionese e salmado, onde foi possivel calcular o Z-
score dos acidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados. Os resultados de Z
obtidos estavam compreendidos entre -2 e 2, sendo os resultados considerados aceitaveis. A
partir da andlise dos MRC também foi possivel observar que todos os &cidos gordos
componentes das matrizes tinham valores dentro dos intervalos impostos pelos certificados de

analise.

Para o célculo do limite de repetibilidade € necessaria a realizacdo de 7 ou mais réplicas
de diferentes amostras, no mesmo dia. O limite de repetibilidade relativa dos acidos gordos
saturados foi de 0,98 %, o limite de repetibilidade dos acidos gordos monoinsaturados foi de

0,31 % e o limite de repetibilidade dos acidos gordos polinsaturados foi de 0,40 %.

A precisdo intermédia é calculada pela realizacdo de duplicados em cinco dias
diferentes. Ap6s o célculo do limite de precisdo intermédia dos duplicados de cada amostra
para os trés grupos de acidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados observou-se
que o maior limite de precisdo intermédia foi de 3,1 % correspondente aos acidos gordos

polinsaturados da maionese.

A matriz leite em po foi extraida e foram realizados ensaios de repetibilidade para a
mesma. Apos a aplicagdo do teste C de Cochran esta matriz apresentava uma maior variancia
sendo que foi eliminada do conjunto em estudo. Isto acontece, pois, 0 numero de matrizes em
estudo € baixo e as variancias sao mais distintas, sendo que uma maior variancia ira afetar o

conjunto de resultados.
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Para este trabalho procedeu-se a validacdo do método de analise das matrizes 6leo
vegetal, banha de porco, salmdo, maionese, atum em conserva, panado misto e leite em po.
Este trabalho ir& ser utilizado para a validacdo dos métodos que continuara a decorrer no

laboratorio.
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Anexo A - Banha de porco
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FiEura 11: Cromatograma obtido pBr GC-FID da matriz banha de bbrco.
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Tabela 28: Resultados obtidos para os &cidos gordos para as oito réplicas realizadas para a amostra

banha de porco.

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
C04:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C06:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C08:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C10:0 0,08 0,07 0,06 0,07 0,08 0,07 0,07 0,07
C11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C12:0 0,07 0,06 0,07 0,07 0,06 0,07 0,06 0,06
C14:0 1,39 1,35 1,38 1,36 1,33 1,34 1,33 1,35
C14:1n9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C15:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:0is0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:0 aiso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:1n5c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C16:0 2450 24,32 24,41 2428 2424 2423 2429 24,30
Cl6:1n7c 2,78 2,76 2,79 2,76 2,75 2,77 2,75 2,77
C16:2n4c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C16:3n4C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C17:0 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27
C17:0iso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C17:0 aiso 0,33 0,33 0,34 0,33 0,33 0,33 0,33 0,34
Cl17:1n7c 0,24 0,25 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
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Tabela 28: Resultados obtidos para os acidos gordos para as oito réplicas realizadas

para a amostra banha de porco (continuagéo).

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
C18:0 12,58 12,66 1258 1256 12,65 12,61 12,61 12,64
C18:1t 0,13 0,18 0,18 0,17 0,20 0,19 0,19 0,18
C18:1n7c 3,10 3,11 3,09 3,08 3,09 3,11 3,08 3,08
C18:1n9c 40,37 40,45 40,34 40,48 40,56 40,55 40,55 40,50

Ci8:2t 0,00 0,00 0,09 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:2n6¢ 11,26 11,28 1125 11,27 11,27 11,29 1130 11,28

C18:3t 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:3n3c 1,00 1,01 1,02 1,02 1,02 1,01 1,02 1,01
C18:3n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:4n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C20:0 0,18 0,18 0,19 0,18 0,19 0,18 0,19 0,19
C20:1n9c 0,77 0,76 0,75 0,81 0,77 0,77 0,77 0,77
C20:2n6¢ 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
C20:3n3c 0,14 0,14 0,14 0,15 0,14 0,15 0,14 0,14
C20:3n6¢ 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
C20:4n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n6¢ 0,23 0,22 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
C20:5n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C21:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C22:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:1n9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:1nl1lc 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:2n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:5n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:6n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C23:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C24:1n9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Anexo B - Atum em conserva
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Figura 12: Cromatograma obtido de um atum em conserva.

Tabela 29: Resultados obtidos para os acidos gordos para as oito réplicas realizadas para a matriz atum

em conserva.

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
C04:0 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C06:0 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C08:0 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C10:0 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C11:0 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C12:0 000 007 000 007 007 007 007 006
C14:0 452 439 448 439 435 435 434 433

C14:1n9¢c 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C15:0 0,31 0,3 032 031 031 0,3 0,31 0,3
C15:0iso 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C15:0 aiso 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C15:1n5¢ 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C16:0 145 1445 1446 1435 1452 1447 14,47 145
C16:1n7c 565 559 561 555 558 557 557 557
C16:2n4c 005 019 019 019 000 019 019 0,00
C16:3n4C 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C17:0 024 023 023 0,3 023 031 031 031
C17:0iso 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C17:0 aiso 000 000 009 009 000 000 000 0,00
C17:1n7c 067 066 067 066 012 012 012 012
C18:0 343 345 343 345 352 35 349 351
C18:1t 0,1 009 009 0,09 0,1 0,09 0,09 0,1
C18:1n7c 252 253 252 255 257 256 258 261
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Tabela 29: Resultados obtidos para os acidos gordos para as oito réplicas realizadas

para a matriz atum em conserva (continuacao).

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
C18:1n9c 38,69 3885 387 38,69 3946 39,23 39,19 394
C18:2t 0,17 0,15 0,17 0,16 0,17 0,17 0,2 0,15
C18:2néc 3,3 3,33 3,28 3,27 3,34 3,3 3,31 33
C18:3t 0,19 0,10 0,11 0,10 0,10 0,19 0,10 0,11
C18:3n3c 0,91 0,97 0,9 0,9 0,91 0,9 0,91 0,91
C18:3n6éc 0,15 0,15 0,16 0,16 0,15 0,15 0,15 0,15
C18:4n3c 1,72 1,74 1,73 1,73 1,72 1,71 1,72 1,73
C20:0 0,32 0,32 0,32 0,32 0,33 0,33 0,33 0,33
C20:1n9c 0,55 0,55 0,55 0,55 0,56 0,56 0,56 0,57
C20:2n6c¢ 0,23 0,24 0,23 0,23 0,25 0,24 0,24 0,24
C20:3n3c 0,10 0,10 0,09 0,10 0,10 0,10 0,10 0,09
C20:3n6c¢ 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
C20:4n3c 0,40 0,41 0,40 0,41 0,41 0,41 0,4 0,41
C20:4néc 0,49 0,48 0,48 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
C20:5n3c 10,97 10,88 10,97 11,03 11,03 1095 10,95 11,03
C21:0 0,07 0,07 0,07 0,07 0 0,07 0,07 0,07
C22:0 0,15 0,13 0,15 0,13 0,15 0,15 0,13 0,13
C22:1n9c 0,06 0,05 0,06 0,05 0,06 0,06 0,06 0,05
C22:1nllc 0,14 0,14 0,16 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
C22:2n6éc¢ 0,00 0,00 0,09 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:5n3c 1,24 1,23 1,24 1,26 1,26 1,25 1,25 1,25
C22:6n3c 7,82 7,72 7,79 7,85 7,75 7,71 7,71 7,77
C23:0 0,09 0,08 0,08 0,08 0,09 0,09 0,08 0,09
C24:0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
C24:1n9c 0,21 0,2 0,21 0,21 0,00 0,21 0,21 0,00
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Anexo C - Panado misto
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Figura 13: Cromatograma obtido de uma amostra de panado misto.

Tabela 30: Resultados obtidos para os acidos gordos para as dez réplicas realizadas para a matriz
panado misto.

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
C04:0 0,31 0,32 0,32 0,32 0,33 0,32 0,32 0,32 0,33 0,33
C06:0 0,17 0,18 0,18 0,18 0,19 0,19 0,20 0,17 0,20 0,19
C08:0 0,13 0,15 0,15 0,14 0,14 0,15 0,15 0,16 0,15 0,15
C10:0 0,22 0,25 0,25 0,25 0,24 0,25 0,24 0,26 0,25 0,24
C11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C12:0 0,29 0,33 0,31 0,31 0,30 0,33 0,31 0,32 0,32 0,33
C14:0 1,27 1,30 1,29 1,29 1,28 1,30 1,30 1,32 1,29 1,29
C14:1n9c 0,15 0,16 0,15 0,16 0,15 0,15 0,16 0,16 0,15 0,15

C15:0 0,13 0,14 0,14 0,15 0,14 0,13 0,14 0,14 0,13 0,14
C15:0is0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:0 aiso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00
C15:1n5c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C16:0 1431 14,43 1439 1438 1438 1436 1433 1438 1438 14,38
C16:1n7c 2,30 2,32 2,32 2,32 2,32 2,33 2,32 2,32 2,33 2,31
C16:2n4c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,00
C16:3n4C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C17:0 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
C17:0iso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C17:0 aiso 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,18 0,17 0,17 0,17 0,17
Cl7:1n7c 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

C18:0 4,77 4,74 4,74 4,75 4,75 4,74 4,73 4,73 4,74 4,76

C18:1t 0,30 0,30 0,31 0,30 0,30 0,32 0,31 0,31 0,31 0,31
C18:1n7c 1,35 1,31 1,33 1,32 1,31 1,35 1,34 1,34 1,35 1,31
C18:1n9c 46,80 46,67 46,65 46,67 46,75 46,57 46,54 46,56 46,48 46,64
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Tabela 30: Resultados obtidos para os &cidos gordos para as dez réplicas realizadas para a matriz panado

misto (continua¢do).

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
C18:2t 0,54 0,55 0,55 0,55 0,54 0,55 0,55 0,55 0,56 0,56
C18:2n6¢ 2457 2461 2458 2461 2463 2453 2452 2451 2449 2452
C18:3t 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:3n3c 0,77 0,75 0,76 0,74 0,74 0,74 0,74 0,74 0,73 0,74
C18:3n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:4n3c 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,05 0,05 0,00
C20:0 0,20 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,20 0,19 0,19 0,20
C20:1n9c 0,25 0,24 0,25 0,25 0,25 0,24 0,25 0,25 0,25 0,25
C20:2n6¢ 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,05 0,05 0,05
C20:3n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:3n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n6¢ 0,06 0,07 0,07 0,07 0,06 0,09 0,06 0,06 0,07 0,06
C20:5n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C21:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:0 0,50 0,47 0,55 0,55 0,47 0,56 0,56 0,55 0,58 0,56
C22:1n9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:1nllc 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:2n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:5n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,09 0,00
C22:6n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C23:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C24:0 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
C24:1n9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Anexo D — Leite em pé
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Figura 14: Cromatograma obtido de uma amostra de leite em po.

Tabela 31: Resultados obtidos para os acidos gordos para as dez réplicas realizadas para a matriz leite

em po.

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
C04:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C06:0 0,05 0,08 0,09 0,10 0,12 0,09 0,08 0,09 0,07 0,08
C08:0 1,54 1,60 1,72 1,58 1,74 1,65 1,63 1,65 1,63 1,58
C10:0 1,2 1,25 1,33 1,35 1,33 1,23 1,26 1,28 1,34 1,28
C11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C12:0 11,80 11,74 11,81 11,89 11,72 11,56 11,54 11,51 11,58 11,46
C14:0 5,09 5,01 5,03 5,06 5,08 5,00 4,98 4,93 5,03 4,98

C14:1n9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:0is0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:0 aiso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C15:1n5¢c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C16:0 18,70 18,54 18,62 18,58 18,51 18,57 18,47 18,41 18,43 18,50
Cl6:1n7c 0,19 0,19 0,21 0,20 0,20 0,18 0,19 0,20 0,17 0,19
C16:2n4c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C16:3n4C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C17:0 0,05 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
C17:0iso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C17:0 aiso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cl7:1n7c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:0 3,37 3,32 3,34 3,33 3,33 3,34 3,37 3,38 3,36 3,38
C18:1t 0,06 0,08 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,00 0,07 0,07
C18:1n7c 1,21 1,39 1,33 1,37 1,36 1,36 1,39 1,39 1,37 1,38
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Tabela 31: Resultados obtidos para os acidos gordos para as dez réplicas realizadas para a matriz leite

em pé (continuacdo).

Acidos gordos R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
C18:1n9c 38,28 38,14 3795 3793 38,05 3823 3837 3850 3829 38,40
C18:2t 0,05 0,06 0,05 0,05 0,00 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
C18:2n6¢ 13,40 1352 13,43 1347 1348 1349 1354 1358 1350 13,55
C18:3t 0,00 0,00 0,06 0,05 0,06 0,07 0,05 0,05 0,05 0,06
C18:3n3c 2,76 2,73 2,68 2,69 2,65 2,56 2,86 2,87 2,74 2,66
C18:3n6¢ 0,09 0,05 0,05 0,09 0,09 0,08 0,05 0,05 0,10 0,05
C18:4n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:0 0,33 0,32 0,31 0,32 0,32 0,33 0,33 0,32 0,32 0,33
C20:1n9c 0,35 0,36 0,41 0,38 0,43 0,55 0,24 0,24 0,35 0,45
C20:2n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:3n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:3n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n6¢ 0,42 0,56 0,42 0,41 0,40 0,40 0,40 0,39 0,39 0,40
C20:5n3c 0,08 0,07 0,08 0,08 0,09 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09
C21:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:0 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,21 0,21 0,21 0,21 0,22
C22:1n9c 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,23 0,23 0,22 0,22
C22:1nllc 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:2n6¢ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:5n3c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:6n3c 0,38 0,36 0,36 0,37 0,36 0,37 0,36 0,37 0,36 0,37
C23:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C24:0 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12 0,13 0,14 0,12
C24:1n9c 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,06 0,05
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Anexo E- Certificado de analise do 6leo vegetal

Figura 15: Certificado de analise do dleo vegetal

fap/ds)

Fera Science Ltd (Fera)

Sand Hutton, York, YO41 1LZ
Tel: +44 (0)1904 462100 Fax: +44(0)1904 500440

info@fapas.com

www.fapas.com

FAPAS QC MATERIAL DATA SHEET T14161QC
Matrix Vegetable Oil
Weight / Volume of Contents 30 ml
Assigned No. of data
f e
Analyte Value, Rangizor Izl Units points
Xa - producing Xg
Saturates 9.45 8.50 - 10.39 givieg of 67
sample
4 o /
Mono-unsaturates 17.02 5.0 grikigm 65
18.72 sample
Poly-unsaturates 71.14 688y g.jOOg - 85
75.41 sample
Linoleic Acid {C18:2 n-6) 37.15 34,92 - g/100g of 64
39.38 sample
alpha Linolenic Acid (ALA, 31.87 - g/100g of
C18:3 n-3) w30 35.93 sample 52
s o ‘ 14.80 - g/100g of
Oleic Acid (C18:1(n9)cis) 16.44 18.08 sample 63
Palmitic Acid (C16:0) 578 520 -6.36 | 100gof 65
sample
Stearic Acid (C18:0) 3.39 s05-a7z | Y190gof 65
sample
This data sheel is applicable until 14 Nov 2017
Recommended Storage on receipt Ambient
Notes

» Mix the: QC material thoroughly before taking a representative analytical sample

* The assigned value has been derived from the consensus of laboratories taking part in
this proficiency lesl. using a variety of methods. This is not a certified reference value.

» The Range for |z| <2 is the concentration range within the limits of +2 z-scores. The
assigned valug and its range have been established from the proficie test data and
are suitable for use by laboratories as a fit-for-purpose quality control m=

» Stability of the QC material has been established as sufficient for the scope of ths
proficiency test from previous experience, expert advice and published literature.
FAPAS advises that the QC erial is analysed within the recommended date.
FAPAS QC materials are intended to be used as single-analysis samples.

« Full details on the proficiency test procedure used to characterise this QC material ars
available in the Protocal, Part 1 - Common Principles, freely available to download
from the FAPAS website

¢ You may use any method of analysis you wish.
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Anexo F - Certificado de analise da maionese

Figura 16: Certificado de analise da matriz maionese.
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Figura 17: Certificado de anélise da matriz maionese (continuagao).
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Anexo G - Certificado de analise do salmao

Figura 18: Certificado de analise da matriz salmao.
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Figura 19: Certificado de analise da matriz salmao (continuacao)
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Anexo H - Valores criticos para o teste de Grubbs e teste C de Cochran

Tabela 32: Valores criticos do Teste de Grubbs.

um maior ou um
p menor

valor critico 1%
3 1,155
4 1,496
5 1,764
6 1,973
7 2,139
8 2,274
9 2,387
10 2,482
11 2,564
12 2,636
13 2,699
14 2,755
15 2,806
16 2,852
17 2,894
18 2,932
19 2,968
20 3,001
21 3,031
22 3,060
23 3,087
24 3,112
25 3,135
26 3,157
27 3,178
28 3,199
29 3,218
30 3,236
31 3,253
32 3,270
33 3,286
34 3,301
35 3,316
36 3,330
37 3,343
38 3,356
39 3,369
40 3,381

p= namero de
laboratérios num dado

nivel
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Tabela 33: Valores criticos do Teste C de Cochran.

valores criticos para teste C de Cochran

ne n° ensaios
matrizes
2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 0,9985 | 0,975 |0,9392|0,9057|0,8772|0,8534 | 0,8332 | 0,8159 | 0,801
3 0,9669 | 0,8709 | 0,7977 | 0,7457 | 0,7071 | 0,6771| 0,653 | 0,6333 | 0,6167
4 0,9065 | 0,7679 | 0,6841 | 0,6287 | 0,5895 | 0,5598 | 0,5365 | 0,5175 | 0,5017
5 0,8413 | 0,6838 | 0,5931 | 0,5441 | 0,5065 | 0,4783 | 0,4564 | 0,4387 | 0,4241
6 0,7808 | 0,6161 | 0,5321 | 0,4803 | 0,4447 | 0,4194 | 0,398 | 0,3817 | 0,3682
7 0,7271 | 0,5612| 0,48 |0,4307|0,3974|0,3726|0,3535| 0,3384 | 0,3299
8 0,6798 | 0,5157 | 0,4377| 0,391 | 0,3595|0,3362 | 0,3185 | 0,3043 | 0,2926
9 0,6385 | 0,4775|0,4027 | 0,3584 | 0,3286 | 0,3067 | 0,2901 | 0,2768 | 0,2659
10 0,602 | 0,445 |0,3733 10,3311 | 0,3029 | 0,2823 | 0,2666 | 0,2541 | 0,2439
12 0,541 10,3924 |0,3264 | 0,288 |0,2624 | 0,2439 | 0,2299 | 0,2187 | 0,2098
15 0,4709 | 0,3346 | 0,2758 | 0,2419 | 0,2195 | 0,2034 | 0,1911 | 0,1815 | 0,1736
20 0,3894 | 0,2705|0,2205|0,1921|0,1735 0,1602 | 0,1501 | 0,1422 | 0,1357
24 0,3434 | 0,2354 | 0,1907 | 0,1656 | 0,1493 | 0,1374 | 0,1246 | 0,1216 | 0,116
30 0,2929 | 0,198 |0,1593|0,1377|0,1237|0,1137|0,1061 | 0,1002 | 0,0958
40 0,237 10,1576 | 0,1259 | 0,1082 | 0,0968 | 0,0887 | 0,0827 | 0,078 | 0,0745
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Anexo | - Fator de conversdo de FAME para o acido gordo correspondente

(FAGI)

Tabela 34: Valores de fAGiI.

Acido Gordo fAGI
C4:0 0,863
C6:0 0,892
C8:0 0,903
C10:0 0,911
C11:0 0,925
C12:0 0,930
C13:0
C14:0 0,942
Cil4:1 0,942
C15:0 0,945
Ci15:1 0,945
C16:0 0,948
Ci16:1 0,948
C17:0 0,951
Ci17:1 0,950
C18:0 0,953
C18:1n9t 0,953
C18:1n9c 0,953
C18:2n6t 0,952
C18:2n6¢ 0,952

C20:0 0,957
C18:3n6¢ 0,952
C20:1n9c 0,957
C18:3n3c 0,952

C21:0 0,959
C20:2n6¢ 0,957

C22:0 0,957
C20:3n6¢ 0,956
C22:1n9c 0,960
C20:3n3c 0,956

C23:0 0,962
C20:4n6¢ 0,956
C22:2n6¢ 0,960
C20:5n6¢ 0,957

C24:0 0,966
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Tabela 34: Valores de fAGI (continuagéo).

Acido Gordo ‘ fAGI
24:1n9c 0,963
C22:6n3c 0,958
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