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Resumo
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Produtos sem lactose

De forma a acompanhar as exigéncias dos consumidores tém surgido
no mercado uma diversidade cada vez maior de produtos sem
lactose, um dissacarideo constituido por uma unidade de glucose e
uma unidade de galactose. O método atualmente utilizado na
Mérieux NutriSciences para analise de aclcares por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) ndo apresenta resolucdo suficiente
para separar as bandas da glucose e da galactose. Devido a constante
inovacdo do mercado, surgiu recentemente uma nova coluna, a LUNA
Omega 3 pm Sugar 100 A, com resolucdo suficiente para separar as
bandas destes dois aglcares. Antes da sua aplicacdo na analise de
produtos alimentares é necessario proceder a sua validacdo. A
validagdo de métodos analiticos tem de ser comprovada nas diversas
matrizes alimentares, de modo a serem garantidas a fiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados.

Para a validagdo deste método analitico, que serd aplicado
principalmente a produtos sem lactose, foram analisados quatro
grupos alimentares: agucares, cereais, produtos lacteos e produtos
confecionados (como por exemplo o molho béchamel). Os
parametros avaliados para a validacgdo do método foram a
linearidade, a incerteza, a precisdao, a seletividade, a justeza, os
limiares analiticos e a gama de trabalho, recorrendo a métodos

estatisticos.
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Lactose-Free Products

To go along with consumer demands, an increasing diversity of
products without lactose, a disaccharide composed of a glucose and a
galactose units, has arrived on the market. The analytical method
currently used at Mérieux NutriSciences for sugar analysis, performed
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), does not have
enough resolution to separate the band of glucose and galactose. As a
result of constant market innovation, a new column, LUNA Omega 3
um Sugar 100 A, has recently emerged with enough resolution to
separate the bands of these two sugars. Before its application in food
analysis, it is necessary to proceed with the validation. The validation
of analytical methods must be verified in multiple food matrices, in
order to guarantee the reliability and reproducibility of the results.

For the validation of this analytical method, which were applied
mainly to lactose-free products, four food groups were analyzed:
sugars, cereals, dairy products and cooked products (such as
béchamel sauce). The parameters to evaluated for the validation of
the method were linearity, uncertainty, precision, selectivity, veracity,

analytical limits and work range, using statistical methods.
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Capitulo 1- Introdugao

1.1. Enquadramento do tema

A indUstria alimentar é uma das dreas que mais tem evoluido ao longo dos anos e na qual tem
aumentado o interesse e exigéncia dos consumidores, ndo apenas com a seguranca dos produtos
alimentares consumidos, mas também com a sua qualidade e contelddo nutricional. Assim, de
forma a acompanhar a evolu¢cdo do mercado e consequentemente dos seus novos desafios, a
procura pela inovagdo, a redugdo de custos e um maior controlo na qualidade e seguranca dos
produtos, é implementado um Sistema de Gestdo de Qualidade (SGQ) de forma a promover a
melhoria interna das organizacdes e/ou o seu reconhecimento externo (certificacdo). E de
extrema importancia evitar erros nos resultados apresentados, uma vez que estes irdo retirar a
credibilidade ao produto e/ou empresa e diminuir a confianca e a satisfacdo dos clientes, o que
certamente iria resultar em graves consequéncias negativas para a empresa.

A existéncia de legislacdo e de normas para a industria alimentar sdo importantes para a
protecdo dos consumidores. Para auxiliar neste processo, foram criadas diversas normas,
nomeadamente a NP EN ISO/IEC 17025:2018 (Requisitos Gerais de Competéncia para
Laboratérios de Ensaios e Calibracdo) que apresenta os principios técnicos e de gestdo a serem
seguidos para garantir a qualidade dos servicos prestados e demonstrar a sua competéncia
técnica [1]. E essencial que um laboratério de andlises quimicas e microbiolégicas cumpra com os
requisitos legais, exigéncias do mercado, expetativas e requisitos dos clientes e garanta a auséncia
de contaminag¢des nos produtos que irdo chegar ao consumidor. A ISO (Organizagdo Internacional
de Normalizacdo), para além de estabelecer o sistema de qualidade, estabelece também que
tenham de ser conseguidas a manutenc¢ado da integridade do produto e a satisfagdo do cliente [2].

A acreditagdao corresponde ao conjunto de regras e de procedimentos usados para o
reconhecimento da competéncia técnica de entidades para a realizagdo de atividades de
avaliagdo da conformidade, sendo regida por normas internacionais. Um laboratério acreditado
tem de possuir recursos humanos, instalagées, equipamentos, métodos e procedimentos
adequados, sendo o servico de acreditagdo em Portugal prestado pelo Instituto Portugués de
Acreditacdo (IPAC). Os laboratdrios com certificado de acreditacdo sdo obrigados a cumprir os
principios estabelecidos e sdo sujeitos a auditorias periddicas para avaliar o cumprimento dos
critérios de acreditacdo, sendo geralmente realizadas de forma anual. A acreditacdo distingue-se
da certificacdo nos critérios e metodologias usadas, além de que apenas existe uma entidade

acreditadora que efetua a regulacdo dos organismos de certificagdo. Em comum apresentam a
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implementacdao de requisitos e procedimentos de gestdo, sendo que a acreditacdo inclui a
avaliacdo dos requisitos de competéncia [3], [4].

O sistema de controlo de qualidade dos resultados obtidos tem como finalidade identificar as
causas dos erros e tentar elimina-las. O objetivo de um laboratdrio quimico é obter resultados de
anadlises quimicas, tendo estes resultados de ser controlados para conseguir a qualidade exigida
pelo cliente e monitorizar a validade dos ensaios e das calibragGes realizadas. Isto é conseguido
de diversas formas, nomeadamente através do uso de materiais de referéncia certificados, da

participacdo em ensaios interlaboratoriais e da realizagdo de ensaios em duplicado [5].

1.2. Objetivos

Os produtos lacteos possuem um elevado valor nutricional e fazem parte da alimentacao
diaria da maioria da populacao mundial. A lactase, uma [B-D-galactosidase encontrada no intestino
humano para digestdao da lactose, diminui ao longo da vida das pessoas adultas, levando a que
cerca de 70 % destas desenvolvam intolerancia a lactose ao longo da sua vida. A intolerancia a
lactose manifesta-se através de sintomas como, por exemplo, diarreia, flatuléncia, nduseas e
vomitos [6], [7]. De forma a responder a necessidade destes consumidores, a industria alimentar
tem desenvolvido varios produtos sem lactose, sendo estes ndo apenas produtos lacteos mas
também chocolates, bolachas e molhos.

A lactose é um dissacarideo constituido por uma unidade de glucose unida por uma ligagao
glicosidica B-1,4 a uma unidade de galactose. Para produzir produtos sem lactose, esta molécula é
hidrolisada dando origem aos seus monossacarideos constituintes.

O método de andlise de agucares utilizado atualmente na Mérieux NutriSciences nao
possui resolugao suficiente para conseguir separar as bandas da galactose e da glucose, surgindo
no cromatograma em duas bandas parcialmente sobrepostas. Recentemente surgiu no mercado
uma nova coluna, a Luna Omega 3 um Sugar 100 A com resolugao suficiente para separar as
bandas da galactose e da glucose.

Assim, validou-se um método analitico com resolugao suficiente para a separagao das bandas
de todos os aglcares analisados, sendo a sua aplicagdo principal na andlise de produtos sem
lactose. Foram analisados quatro grupos alimentares e estudadas sete matrizes: acucares,
produtos acgucarados e derivados (chocolate preto e gelatina); alimentos confecionados e pré-
confecionados (molho béchamel); cereais, leguminosas, pseudo-cereais e derivados (bolacha
maria) e leite, produtos lacteos e derivados (leite UHT, iogurte e batido de leite). Os agucares

analisados foram a glucose, a frutose, a galactose, a maltose, a sacarose e a lactose.
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1.3.Mérieux NutriSciences

Em 1992 foi fundada a EGI- Sociedade de Engenharia e Gestdo da Qualidade, Lda., de forma a
responder as necessidades de servicos de andlise e assessoria de seguranga e qualidade alimentar
apresentadas pelo mercado daquela época, assumindo-se como lider nacional nas andlises para o
setor agroalimentar. Em mar¢o de 2008 a multinacional norte-americana Silliker, um dos maiores
grupos mundiais na prestacdo de servicos de qualidade e segurancga alimentar, adquiriu a EGI que
se tornou a Silliker Portugal, S.A. A partir de 2014 a Silliker Portugal, S.A., apresenta-se como
Meérieux NutriSciences, empresa que assume um compromisso com a saude publica e em
proteger e melhorar a salde dos consumidores. A Mérieux NutriSciences, atualmente sediada em
Canelas, é um laboratério de terceira parte, ou seja, ndo possui interesses nas entidades que
requisitam as analises, isto é, os clientes sdo empresas que ndo pertencem ao mesmo grupo.

A Mérieux NutriSciences (Figura 1) é lider no fornecimento de analises alimentares, estando
presente em 26 paises com mais de 100 laboratdrios acreditados por todo o mundo. O grupo
Meérieux NutriSciences é uma referéncia na prestagdo de servigcos de exceléncia estando associado
a valores como integridade, exceléncia, responsabilidade e iniciativa, para os quais contribuem o
elevado conhecimento cientifico, os valores éticos e um sélido sistema de qualidade. Oferece
varios servigos analiticos e de consultoria nas areas de seguranga e qualidade alimentar, agua e
ambiente, agroquimicos, cosméticos e higiene pessoal, bens de consumo, farmacéutica e

dispositivos médicos.

B

Figura 1: Instalagbes da Mérieux NutriSciences em Vila Nova de Gaia
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A Meérieux NutriSciences faz a rececdo e preparacdo das amostras, analises quimicas e
microbioldgicas de diversas matrizes alimentares, como carne e seus derivados, pescado e seus
derivados, lacticinios, agua, bebidas, frutas e vegetais, cereais e graos, alimentacdo animal e

produtos acabados. Possui ainda os departamentos de rotulagem e mercadologia.

Capitulo 2- Carboidratos

Os carboidratos constituem uma das classes mais abundantes e diversas de compostos
organicos naturais. A exigéncia dos consumidores relativamente a qualidade dos produtos tem
aumentado a andlise analitica para rotulagem nutricional destes compostos. Além disso, os
consumidores também estdo cada vez mais conscientes da importancia da rotulagem alimentar,
das suas necessidades alimentares individuais e dos efeitos para a saude do consumo excessivo
de alimentos com elevado teor de aglcares, soddio e gordura saturada [8].

Do ponto de vista estrutural, os carboidratos sdo moléculas constituidas por atomos de
carbono, hidrogénio e oxigénio. Os carboidratos podem ser classificados com base no seu
tamanho molecular, sendo monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos as trés
classificagdes principais. Os monossacarideos, como a glucose, a frutose e a galactose
(representados na figura 2) sdo os carboidratos mais simples, consistindo em cadeias de carbono
com um grupo funcional carbonilo. O grupo funcional pode ser um aldeido ou uma cetona, sendo
o monossacarideo uma aldose ou uma cetose, respetivamente. O grupo hemiacetal de um
monossacarideo pode reagir com o grupo alcool de outro monossacarideo e formar uma ligagédo
glicosidica, originando um dissacarideo, como a sacarose, a lactose e a maltose, representados na
figura 3. Os oligossacarideos sdo formados pela unido de dois a dez monossacarideos por ligagdes

glicosidicas e os polissacarideos podem conter centenas ou milhares de monossacarideos [9]—

[11].
CH,OH CH,OH
CH,OH OH
o OH OH| o OH 38
OH OH
a6 CH,OH
OH OH OH

Figura 2: Estrutura dos monossacarideos a-D-Glucose, a-D-Galactose e a-D-Frutose
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Figura 3: Estrutura dos dissacarideos sacarose, maltose e lactose

O aculcar, para além de constituir a principal fonte de energia para o corpo humano, é um
ingrediente atrativo para a indUstria alimentar devido as diversas propriedades que possui. Ao ser
adicionado aos produtos alimentares consegue aumentar a sua dogura, realcar as cores e sabores
através da sua interagcdo com outros constituintes dos alimentos, tornando-os mais apelativos
para o consumidor. Além do ponto de vista sensorial, este ingrediente é muitas vezes adicionado
pelas suas propriedades de preservacdo alimentar pela sua natureza higroscopica, que reduz a

atividade da agua nos alimentos e inibe o crescimento microbiano [8], [11]-[13].

. 2.1. Métodos de analise

A escolha do método analitico mais adequado para cada analise depende da natureza da
matriz, do objetivo, do custo e do tempo de cada andlise. E necessario que o método seja
validado para cada matriz, demonstrando que o método, utilizando aquelas condi¢des especificas,
é valido para o seu objetivo [2] .

Devido a grande diversidade de matrizes a serem utilizadas, a sua rapidez e detegao
simultanea de vdrios compostos com sensibilidade elevada, rapidamente os métodos
instrumentais, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, substituiram muitas das andlises
anteriormente realizadas por quimica cldssica (métodos nao instrumentais).

Inicialmente, a andlise de carboidratos era efetuada com testes de cor qualitativos que
foram depois adaptados para quantificacdo dos aglcares redutores através da reducdo do Cu (ll) a

u (I) (teste de Fehling). Posteriormente foram utilizados métodos enzimaticos e atualmente a

técnica mais utilizada é a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid

Chromatography- HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), desenvolvida durante os anos de 1960, é
uma das técnicas de separacao mais usada devido a sua sensibilidade, precisao e aplicabilidade a
diversas substancias de grande interesse para a industria. Ao contrario de técnicas como a
cromatografia gasosa, a HPLC ndo é limitada pela volatilidade da amostra ou pela sua estabilidade
térmica. A separagdo cromatografica resulta da interagao seletiva entre as moléculas da amostra
com a fase mével (liquida) e a fase estacionaria (coluna cromatografica).

O equipamento de HPLC, representado esquematicamente na figura 4, é constituido por um
injetor, uma bomba de alta pressdo, uma coluna cromatografica, um detetor e um computador

para processamento dos dados.

Bomba de
alta preszio

Reservatonio
da fase mdvel

Efluente

Figura 4: Representacdo esquematica da HPLC

O injetor é responsavel por colocar a amostra no fluxo da fase modvel para que seja
introduzida na coluna. A amostra encontra-se num frasco (vial) que esta posicionado por baixo do
conjunto da agulha e émbolo. A valvula de injecdo tipica possui seis portas e duas posi¢des: a
posicdo de carga e a posi¢ao de injecdo. Quando a valvula de injegao se encontra na posi¢ao de
carga, a agulha de amostragem perfura a membrana de polietileno da tampa do frasco (vial) para
introducdo da amostra na serpentina (loop) fixa externa, ao mesmo tempo que a fase mavel flui
diretamente da bomba para a coluna a alta pressdo. Quando a valvula é rodada para a posicdo de
injecdo vai haver conexdo entre a bomba e a fase mdvel com a coluna, sendo a amostra

impulsionada para a coluna. Apds as injecGes estarem completas, o conjunto da agulha é retirada
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do frasco em andlise e o frasco com amostra seguinte é injetado da mesma maneira. Os injetores
automaticos permitem a andlise de um grande nimero de amostras sem intervencao do operador
e com elevada reprodutibilidade [2].

Os componentes da amostra sdo arrastados pela fase mével ao longo da coluna através de
uma bomba de alta pressdo. Esta bomba é necessdria uma vez que a fase mével é um liquido com
alguma viscosidade, sendo necessario a aplicacdo de pressdo para ultrapassar a resisténcia
exercida pelas pequenas particulas da coluna cromatografica. A sua utilizagdo tem a vantagem de
se conseguir um fluxo de solvente radpido e controlado ao longo da coluna, resultando em
condicOes reproduziveis e maior precisdo das analises efetuadas.

O processo de separacdo ocorre na coluna cromatografica, que serve de suporte e contém a
fase estaciondria, conectando o injetor e o detetor. Os componentes da amostra vao migrar com
velocidade diferente ao longo da coluna, sendo que o uUltimo componente a eluir é o que
apresenta maior afinidade para a fase estacionaria. A migracao diferencial resulta do equilibrio de
distribuicdo dos diferentes componentes da amostra entre as particulas da fase estaciondria e o
fluxo da fase mével. O requisito para utilizacdo da HPLC é que a amostra seja soltuvel na fase
movel. Se a fase estaciondria for mais polar do que afase mdvel entdo a fase movel é
denominada de fase normal, sendo utilizado como material de suporte silica e alumina. Se a fase
estacionaria for mais apolar entdo tera o nome de fase reversa, sendo esta a mais utilizada em
HPLC devido & maioria dos compostos analisados serem polares. Os eluentes mais usados sdo a
agua, o metanol e o acetonitrilo. A fase mdvel em HPLC deve ter elevado grau de pureza para que
se possam fazer analises de alta sensibilidade, uma vez que as impurezas podem interferir na
detecdo do analito. Uma forma de evitar a contaminacdo do equipamento por gases dissolvidos é
a desgaseificacdao da fase moével, pois ao retirar os gases dissolvidos na fase mével evitam-se
bolhas na bomba, mantendo a linha de base estdvel. Para a desgaseificagdo pode ser utilizado o
aparelho de ultrassom. Outra maneira de impedir a contaminac¢do da coluna é a utilizagcdo de uma
pré-coluna, que contém o mesmo enchimento da fase estacionaria mas tamanho menor, evitando
altera¢des do desempenho da coluna e aumento do seu tempo de vida.

A eficiéncia da coluna pode ser medida pelo nimero de pratos tedricos (N) ou pela altura
equivalente a um prato tedérico (HETP). Define-se HETP como a espessura de uma camada de
coluna em que existe equilibrio das moléculas do analito entre as duas fases (modvel e
estacionaria). O numero de pratos tedricos refere-se a capacidade relativa de uma coluna

fornecer bandas estreitas e melhores separagées.
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O detetor tem como funcdo identificar a presenca do analito de interesse que estd a
ser eluido da coluna cromatografica, gerando um sinal eletrénico na forma de banda
cromatografica (curva gaussiana). E desejavel que o detetor da HPLC possua alta sensibilidade,
baixo limite de detecdo, ampla faixa de linearidade, seja confidvel e reprodutivel, de facil
operacdo, insensivel a mudancgas na fase mdvel e a temperatura e apresente baixo nivel de ruido.
No entanto, ndo existe nenhum detetor que exiba todas as caracteristicas
mencionadas. Os detetores usados em HPLC podem ser do tipo ultravioleta-visivel (UV-Vis),
eletroquimicos, fluorescéncia, espetrometria de massa, de diodos e de indice de refracdo [2]. O
tempo de retengdo de cada banda, ou seja, o tempo que decorre entre a injecdo da amostra e o
maximo da banda, é utilizado para identificacdo dos compostos. A gama do fluxo pode variar
entre 0,10 mL/min e 10,00 mL/min, sendo que a variacdo do fluxo resulta na alteracdo dos
tempos de retencdo e nas areas dos picos, pelo que o fluxo tem de ser constante e isento de
pulsacdes. Uma forma de reduzir os tempos de retencdo sem diminuir o volume de retencdo é
aumentar a taxa de fluxo, sendo produzido uma cromatograma semelhante, mas com fatores de
separacdo reduzidos [15].

Uma vez que os agulcares ndao possuem cromoforos ou fluoréforos, ndo podem ser detetados
por detetores de fluorescéncia ou UV-Vis, sendo o detetor de indice de refracdo o mais utilizado
para estes compostos, apresentando como vantagens a sua simplicidade e baixo custo. Como
desvantagem encontra-se o facto de ndo poder ser utilizada eluicdo por gradiente, uma vez que
qualquer alteracdo na composicdo da fase movel vai alterar o seu indice de refracdo e,
consequentemente, ira alterar o sinal da linha de base. Quanto maior for a diferenca entre o
indice de refracdo da fase mével e da alteragdo do indice de refragdo provocada pela presenca da
amostra maior sera o sinal obtido. O indice de refra¢do depende da natureza do composto, da
temperatura, do comprimento de onda da radiagdo e da concentracdo do composto. E através da
manuteng¢do constante das trés primeiras varidveis referidas que se pode utilizar o indice de
refracdo para determinar a concentragdo do composto [2], [14].

Ao efetuar uma separagdo cromatogrdfica iremos obter um cromatograma, ou seja, uma
representacao grafica da separagao, em que cada banda corresponde a um componente da
amostra em estudo. Para avaliar a separacdo é necessario considerar a resolucdo, a capacidade de
retencdo e a seletividade do sistema cromatografico. Bandas mais estreitas e com menores valor

de ty (largura da banda, expressa em termos de pratos tedricos) apresentam melhor separacdo.
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A resolucdo corresponde a magnitude da separacdo, ou seja, a capacidade da coluna em
separar as bandas do cromatograma, sendo que as bandas com baixa resolucdo irdo apresentar

ma separac¢do no cromatograma. A resolugdo pode ser determinada pela seguinte equacao:

Rs = oo (1)

wWy+wq

Sendo Rs a resolugdo, At a diferenga entre o tempo de retengdo dos picos 1 e 2, w; e w, a

largura das bandas 1 e 2 na linha de base, respetivamente [2].

Capitulo 3-Parametros validados

A validacdo de métodos analiticos surgiu da necessidade de comprovar a qualidade dos
métodos de ensaio, fornecendo conhecimento sélido e experiéncia pratica do desempenho do
método, incluindo a percecdao de quais os passos criticos do processo e confianca de que os
resultados analiticos apresentam a qualidade adequada ao objetivo. A NP ISO/IEC 17025:2018
[16] define a validacdo de um método analitico como a “comprovacdo, através de evidéncias
objetivas, de que o método cumpriu os requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico

pretendido” [17].

Para validar um método é necessdrio seguir varios passos, como especificar os requisitos
do método e estabelecer os seus parametros de desempenho; identificar as grandezas que
podem alterar estes parametros e a sua extensdo; determinar as caracteristicas do método e
estabelecer as suas limitagdes; verificar se o uso do método cumpre com os requisitos; declarar se
o método é valido ou ndo. Assim, torna-se necessario avaliar os parametros de validagao como a
exatiddo, a incerteza, a precisdo, a seletividade e especificidade, a veracidade, os limiares
analiticos, a linearidade e a gama de trabalho e tratar os dados estatisticamente, Util para
sumarizar os dados e fazer julgamentos objetivos sobre o conjunto dos dados obtidos [11], [18],

[19].

. 3.1. Precisdo

A precisdo esta relacionada com o grau de concordancia entre os valores obtidos em
medicGes repetidas na mesma amostra, ou em amostras semelhantes, em condi¢Ges definidas de
repetibilidade, reprodutibilidade ou de precisdo intermédia, avaliando a dispersdo de resultados
entre ensaios independentes. Esta dispersdo pode ser avaliada em trés niveis distintos através da

repetibilidade, reprodutibilidade ou da precisdo intermédia [19], [20].
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A precisdo, parametro que depende da concentracdo do analito, descreve
gualitativamente os erros aleatérios, sendo expressa quantitativamente por parametros como o

desvio padrao (s)

Yiza (xi—%)?
S=EIT (2)
ou o coeficiente de variagao (CV)
% CV = ; x 100 (3)

onde s corresponde ao desvio-padrdo e ¥ a média dos resultados obtidos. E considerado
satisfatorio um coeficiente de variacdo inferior a 10 %. No entanto, este valor pode diferir de
acordo com o grau de exigéncia da precisdo do método definido por cada laboratério. Quanto

mais preciso for o resultado melhor serd a sua qualidade [9], [11], [12].

3.1.1. Repetibilidade
A repetibilidade corresponde a precisdo de um método de ensaio que é obtida em
condicdes de repetibilidade, ou seja, as medicdes sao realizadas sobre a mesma amostra durante
um curto intervalo de tempo, no mesmo laboratério, pelo mesmo analista e utilizando o mesmo

equipamento e procedimento [9], [11], [12].

Para determinagao da precisao em condi¢Ges de repetibilidade, seguindo as orienta¢des
do ICH, devem ser efetuadas pelo menos 6 medi¢des da mesma amostra [21], [22]. O resultado é
aceite se as determinagbes forem realizadas em condi¢Ges de repetibilidade e |Xi - Xi1 | < 1,
sendo rr o limite de repetibilidade e X;, Xi.1 0os resultados do ensaio obtidos em condi¢bes de
repetibilidade. O limite de repetibilidade corresponde ao valor maximo da diferenca absoluta
entre dois resultados dos ensaios obtidos em condig¢Ges de repetibilidade, com uma probabilidade
especifica (normalmente 95 %). Para um nivel de confianga de 95 %, o limite de repetibilidade, r,

é avaliado de acordo com a expressdo 4 e é expresso nas mesmas unidades que os resultados.
T = terit \/E " Sri (4)

sendo s,; o desvio-padrao de repetibilidade associada aos resultados considerados e teit 0

valor t-student bicaudal [20].

O fator V2 reflete a diferenca entre duas medicdes e teit é 0 valor t-student bicaudal para

um numero especifico de graus de liberdade e com o nivel de confianga necessario. Para um
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numero elevado de graus de liberdade, considera-se que t«it=2, a um nivel de confianca de 95 %,

pelo que o limite de repetibilidade é frequentemente aproximado a [9], [12], [20]:
. =2,8"5, (5)

O limite de repetibilidade relativo (CVr.) é obtido pela expressdo 6:
CVr (%) = 2,8 X S; X 100 (6)

O desvio padrado da repetibilidade (s/) é calculado pela expressao 7:

(x-%)*
‘;’Cl=1 n—-1 ( 7)

Sy =

sendo x o resultado individual obtido na amostra, X a média aritmética dos resultados

obtidos na amostra e n o nimero de ensaios efetuados na amostra.
A variancia da repetibilidade (s/?) é calculada pela expressdo 8:

2
5,2 = Xy &2 (8)

3.1.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é definida como a precisdo de um método de ensaio seguindo o
mesmo procedimento de medicdo e utilizando sempre a mesma amostra, mas variando as
condicbes de medigdo como o laboratério, o analista, o equipamento ou o intervalo temporal.
Este parametro s6 pode ser estimado através de ensaios interlaboratoriais e define a amplitude
dos erros aleatdrios de quantificacdo, sendo esperado maior variagdo nos resultados do que em
condicbes de repetibilidade. Ndo é um parametro importante na validacdo de um método em
laboratérios de andlises uma vez que as condi¢Ges experimentais variam pouco ao longo do
tempo. Para determinar a reprodutibilidade é calculada a variancia associada através da

expressao 9:
2 _ .2 2
Sri = SLi T Sri (9)

em que s3;. corresponde a variancia da reprodutibilidade, s & variancia interlaboratorial e s a

variancia da repetibilidade [9], [12].

3.1.3. Precisdo intermédia
A precisdo intermédia, também designada por variabilidade intralaboratorial, é definida
como a precisdo de um método de ensaio avaliada por aplicagdo do mesmo procedimento na

mesma amostra, durante um extenso periodo de tempo, sendo definidas quais as condi¢des a
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variar, como o uso de diferentes analistas ou equipamentos. E o pardmetro de qualidade mais
representativo da variacdo dos resultados no laboratério, sendo as condi¢cdes mais varidveis do
que as condicOes de repetibilidade, e pode ser determinado e controlado de diversas formas
consoante o ensaio e o tipo de aplicacdo do estudo, sendo umas delas as cartas de controlo de
amplitudes. O objetivo ao estudar a precisdo intermédia é obter uma estimativa da precisdo que
reflita todas as fontes de variagdo que irdo ocorrer num Unico laboratério sobre condi¢Ges de

rotina [9], [12].

O desvio padrao da precisdao intermédia (Si) é determinado pela expressao 10:

. 1 _
Si= \/t(n—l) 5’:1 Z}Ll()’jk - y])z ( 10)

sendo t o numero de amostras analisadas, n o nimero de ensaios efetuados por amostra, j o
nuimero da amostra, k o nimero do resultado obtido para a amostra j, yjc o resultado individual (k)

para a amostra jde 1ate y, a média aritmética dos resultados da amostrajdelat.

Quando n=2 a equacao é expressa na forma:

. 1
Si = m25=1(y,-1 — ¥j2)? (11)
sendo yj1 o primeiro resultado da amostra j ) yj2 0 segundo resultado da amostra [20].

Para determinar o limite de precisdo de intermédia, expresso em percentagem, é usada a
expressao:

Limite da precisio intermédia (%) = % X 100 (12)

sendo Si o desvio padrdo da precisdo intermédia e X a média dos resultados obtidos.

. 3.2. Incerteza

Aincerteza é o parametro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos
a grandeza que se pretende medir, sendo caracterizada por um intervalo. E a medida quantitativa
da exatiddo, parametro que esta dependente dos erros sistematicos mas que também combina a
componente dos erros aleatdrios. A determinacdo da incerteza é importante para avaliar a
confianga no resultado obtido e para comparar os resultados entre medicGes e com os valores de
referéncia. A avaliacdo da incerteza utiliza materiais de referéncia certificados, ensaios

interlaboratoriais ou ensaios de recuperacao [5], [20].
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E importante realcar que a incerteza de medicdo ndo é o mesmo que o erro de medic3o.
Enquanto o erro é um valor Unico, o qual pode ser aplicado como correcao do resultado obtido, a
incerteza é um intervalo de confianga dos resultados, ndo podendo ser usada para a sua corregao
e por isso ndo deve ser interpretada como representante do erro. Podem ser desprezadas para o
célculo todas as componentes de incerteza cuja combinac¢do seja inferior a 1/5 do valor da
contribuicdo mais elevada para a incerteza [1], [23]-[25] .

Existem dois tipos de incerteza, a incerteza combinada e a incerteza expandida, que
podem ser determinadas com base na metodologia passo-a-passo ou na abordagem baseada nos
dados de validacdo. A incerteza combinada (uc(y)) é a incerteza associada ao resultado quando
sdo consideradas todas as fontes de incerteza que contribuem para o resultado final. Aplicando a
lei da propagac¢do das incertezas é possivel combinar as contribui¢cdes das diversas componentes
individuais de incerteza para obter um valor Unico. Antes da combinacdo, todas as contribuicoes
para a incerteza tém de ser expressas na forma de incertezas padrao, ou seja, os componente da
incerteza devem ser expressos como desvio padrdo. Frequentemente as incertezas padrao
apresentam uma distribuicdo retangular ou triangular. A distribuicdo retangular é utilizada
guando ndo ha informacdo que indique auséncia de uma distribuicdo uniforme dos valores dentro
do intervalo definido. Neste caso a funcdo densidade probabilidade apresenta uma forma
retangular (uma vez que todos os valores da grandeza apresentam igual probabilidade) e como
neste caso a incerteza é apresentada na forma de intervalo de confianga, y + |, sem indica¢do do

I

5 No caso da distribuicdo triangular existe uma

tendéncia central na distribuicdo dos valores e um valor minimo e maximo, nao existindo razdo

nivel de confianga, a incerteza serd u(y) =

para esperar que os valores se encontrem nos extremos da grandeza. A funcdo densidade
. . . . I
probabilidade apresenta uma forma triangular e a incerteza sera u(y) = 7 [26].

No caso da realizagdo de ensaios de recuperacdo para obtencdo do valor da incerteza, a

incerteza padrdo combinada (uc) pode ser determinada através da expressdo 13:

— 2 2
Ue = \/ufortificagéo relativo” T U recuperagio relativo ( 13)

sendo Ugortificacio reaeive @ COMPONENte da incerteza relativa a preparagdo da solugdo de
fortificagdo e Urecuperaciorelativo @ COmMponente da incerteza associada ao ensaio de
recuperacao.

A incerteza expandida (U) corresponde a incerteza global e define o resultado da medigdo
sob a forma de intervalo [y-U;y+U] que inclui os valores que poderiam ser atribuidos a grandeza,

com niveis de confianga elevados (superiores a 95 %). Para calcular a incerteza expandida o valor
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da incerteza-padrdo (u(y)) deve ser multiplicado por um fator de expansao, k. Pela analise da
curva gaussiana verifica-se que aproximadamente 68 % dos resultados estardo num intervalo de
um desvio-padrdao da média. Aplicando um fator de expansdo igual a 2, obtemos que
aproximadamente 95 % dos resultados estdo dentro do intervalo de dois desvios-padrdo da
média de. Se k=3 entdo o nivel de confianca da incerteza aumenta para 99,7 %. Por esta razdo,
para o calculo da incerteza expandida utiliza-se a expressdo 14:

U=kXuc(y) (14)
e considera-se que 2 < k < 3, assumindo que a grandeza medida segue uma distribuicdo normal e
gue as contribuicdes das incertezas combinadas sdo da mesma ordem de grandeza [24], [27].

A incerteza expandida deve ser apresentada com dois algarismos significativos e o
resultado deve ser arredondado ao ultimo algarismo significativo da incerteza expandida
associada [1].

Um dos métodos utilizados para calcular a incerteza combinada é o método por
combinacdo de incertezas absolutas e relativas. Se a combinagdo envolver a soma e/ou diferenca

de grandezas, por exemplo y = p + q, a incerteza padrdo combinada é dada pela expressdo 15:

u(y(@ ) = Ju@)? +u(q)? (15)
p
),

Se 0 modelo envolver produtos e/ou quocientes (por exemploy =p X g Xrouy = o

a incerteza padrdo combinada é dada pela expressao 16:

) = (D 4 (M0 (16
3.2.1. Abordagem “passo-a-passo”

O primeiro passo nesta abordagem é especificar a mensuranda, ou seja, a grandeza que
se pretende medir, que é expressa através de uma equagao matematica. Como exemplo iremos
considerar a preparac¢do de uma solucdo de fortificacdo (SF), sendo a mensuranda a concentracdo
de analito (A) presente nessa solugdo. Se o reagente inicial se encontrar no estado liquido, a

mensuranda pode ser expressa como:

_ Cixv;

[Alsr =

sendo Cj a concentracao de analito no reagente inicial, Vi o volume retirado desse reagente e Vs 0

(17)

Vsr

volume final da solugdo de fortificacdo preparada.

Se o reagente inicial se encontrar no estado sdlido:

_ mxP

[AlsF = (18)

Vsr

onde m é a massa da toma do reagente e P a sua pureza.
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Figura 5: Diagrama de causa/efeito para visualizacdo das grandezas que contribuem para o calculo da incerteza, para o

exemplo em que o0 reagente inicial se encontra no estado sélido

O segundo passo é identificar as fontes de incerteza, considerando que cada variavel da
expressao matemadtica contribui para a incerteza do resultado final. Podemos recorrer a
diagramas de causa/efeito (também conhecidos por espinha de peixe) (como apresentado na
figura 5) para facilitar a identificagdo e agrupar as fontes de incerteza a considerar [26].

O terceiro passo é agrupar as componentes de incerteza, quantifica-las e proceder a sua
conversdo em desvios padrdo. No exemplo em que o reagente inicial se encontra no estado
solido, as fontes de incerteza a considerar sdo a massa m, a pureza P e o volume final da solucdo
de fortificagdo. A incerteza associada a massa considera a incerteza padrdo do certificado de
calibracdo da balanca na zona da tara (uwra) € na zona de trabalho (uzx), estando ambas
dependentes do erro maximo admissivel da balanca (e.m.a.).

A incerteza padrdo associada ao volume depende da micropipeta ou do material
volumétrico utilizado para transferir o volume do reagente, sendo que a incerteza padrdo da
micropipeta vem indicada pelo fabricante no certificado. No caso dos materiais volumétricos
devem considerar-se trés variaveis de incerteza secundarias:

a. aincerteza associada a calibragdo do material volumétrico (umy),

b. incerteza associada ao acerto do menisco do material volumétrico em condi¢Ges
de repetibilidade (Ume);

c. a incerteza associada a diferenga de temperatura do material volumétrico

relativamente a temperatura de calibragdo (ur).
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A incerteza associada a pureza é indicada no certificado do reagente na forma de
incerteza expandida. Para transforma numa incerteza padrao deve dividir-se o valor indicado no
certificado (1) por /3, assumindo gue segue uma distribuicdo retangular:

1
U, =\{—= 1
»= () (19)
Para calcular a incerteza padrao da massa é necessario combinar a incerteza padrdo na

zona da tara e na zona de trabalho, usando a lei da propagacao das incertezas:

Up = \/(utara)z + (uzt)z (20)
sendo

Utara = (%)tara (21)

Uzt = (%)zt (22)

admitindo uma distribui¢do retangular.
Para calcular a incerteza associada ao volume é preciso combinar a Umy, @ Ur € Ume,

usando a lei da propagacdo das incertezas. A umy na forma de incerteza padrdo é:

C
Uny = & (23)

sendo Cwy a incerteza associada a calibracdo do volume do material volumétrico.
A ume € determinada na forma de incerteza padrao pela determinacao do desvio-padrao

em condig¢des de repetibilidade. A ur é calculada na forma de incerteza padrao como:
wn =2V
T3

sendo AV a variagdo do volume do material volumétrico, considerando que a temperatura do

(24)

laboratério oscila aproximadamente 4°C: AV =+ (4 X 2,1 X 10‘4), sendo 10 o coeficiente de
expansao da agua.
Combinando as fontes de incerteza padrdo anteriores, a uy é obtida por:

Uy =/ (Ump)? + (Ume)? + (ur)? (25)

O quarto passo é determinar a incerteza padrdao combinada e calcular a incerteza

expandida.
Assim, a incerteza combinada para o exemplo, recorrendo a metodologia passo a passo, é

obtida pela equagdo 26:

u () = [Alsp % J (82)" + ()" 4 (y2 (26)

m

28



Para calcular a incerteza expandida deve multiplicar-se a incerteza combinada pelo fator
de expansao (k):
U) =uc(y) Xk (27)

A apresentacdo do resultado deve ser feito na forma de Y=y + U (y).

3.2.2. Abordagem baseada em dados de validacéo

A abordagem baseada em dados de validag¢do é adotada quando o método possui muitas
etapas experimentais, tornando inviavel a aplicacdo da abordagem passo-a-passo.

Na abordagem baseada em dados de validagdo, todos os resultados possuem uma
incerteza associada. Para a quantificacdo da incerteza sdo utilizados os parametros globais de
desempenho do método, independentemente da matriz analisada. Para o seu cédlculo combinam-
se as incertezas associadas a precisdo (obtida em condi¢Oes de precisdo intermédia) e a justeza

(quantificada pelo viés) relativas, de forma a serem combinadas.

2
uc(y) = \/(upreciséo relatiua)z + (ujusteza relativa) (28)

. 3.3. Seletividade e especificidade

A seletividade corresponde a capacidade de um método identificar e quantificar com
exatiddo apenas o analito na presenca de interferentes, uma vez que estes podem influenciar o
sinal obtido. A especificidade corresponde a capacidade do método responder apenas ao analito
de interesse, nao existindo interferentes no método. Para avaliar a presenca de interferéncias
pode recorrer-se a testes de recuperagao, utilizando a mesma amostra com variagdes definidas da
concentragdo do analito, em duplicado e em condi¢cdes de repetibilidade. Se os valores das
percentagens de recuperacao estiverem dentro dos critérios de aceitagdo pré-definidos

considera-se que o método é especifico e seletivo [20], [24].

. 3.4. Justeza

Os erros sistematicos sdo avaliados qualitativamente pela justeza, também denominada
por veracidade, que corresponde ao grau de concordancia entre a média de um numero infinito
de medicdes repetidas e o valor de referéncia aceite para o analito a ser determinado. Devido a
impossibilidade de efetuar um ndmero infinito de medi¢Ges, quantitativamente a justeza é

expressa na forma de viés.
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O viés pode ser avaliado preferencialmente através da analise de materiais de referéncia
certificados (MRC), no entanto na impossibilidade da sua utilizagdo podem ser realizados testes

comparativos e ensaios interlaboratoriais.

Ao utilizar um MRC devem ser efetuadas 7 réplicas e determinar o viés absoluto, v,

expresso como:
V=X — Xpef (29)

sendo X a média dos valores obtidos experimentalmente e x.s 0 valor aceite como

verdadeiro.

Pode também ser determinado o viés relativo, v (%) expresso como:

v(%) = =L x 100 (30)
Xref
Cada laboratério define o desvio permitido consoante o objetivo da analise, no entanto,
geralmente um desvio viés inferior a 5 % é considerado satisfatorio [20].

Ao analisar um MRC pode ainda ser calculado o valor-de-z (“z-score”) utilizando a

equacao 31 [20]:

valor médio da repetibilidade (x)—valor de referéncia (Xref)

valor —de —z = (31)

desvio padrio (s)

De acordo com as indica¢gdes do Guia ISO/CEI 43 mencionadas no Guia Relacre 13 [20],
um valor de |z| £ 2 é considerado satisfatério, se 2 < |z| < 3 o seu valor é questionavel e se |z| >

3 o valor considera-se incorreto, devendo o ensaio ser repetido.

Outra forma de avaliar a justeza é através da realizagdo de ensaios de recuperagdo,
devendo para isso a percentagem de recupera¢do obtida dentro do intervalo de recuperagdo

dentro do intervalo definido.

3.4.1. Materiais de referéncia certificados
Um material de referéncia (MR) é um material suficientemente homogéneo e estavel,
cuja propriedades estdo suficientemente especificadas para a sua utilizacdo na afericdo de
equipamentos e avaliacdo de métodos de medicdo ou para atribuir valores a materiais em estudo.
Um material de referéncia certificado (MRC) é um material de referéncia acompanhado de

documentac¢do emitida por uma entidade qualificada, cujos valores de concentracdo e incerteza
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associada sao conhecidos e rastredveis. Os MRC devem ser utilizados para controlo das andlises
guimicas e para a validacdo de métodos, sendo caracterizados pela sua representatividade,
homogeneidade e estabilidade [5], [20], [28].

Uma das fungdes dos MRC é estabelecer a rastreabilidade das medi¢cdes quimicas e
controlar a exatiddo do método utilizado, assim como permitir a verificacdo do desempenho de
um equipamento, procedimento e/ou dos analistas. Se existir concordancia entre os valores dos
resultados e o valor de referéncia desse material isso comprova a adequabilidade do método
selecionado, a adequabilidade das condi¢Oes de preparagao das amostras, dos equipamentos e do

operador, sendo os dados obtidos por esse método considerados corretos.

3.4.2. Rastreabilidade
O VIM (Vocabulario Internacional de Metrologia) define rastreabilidade como
“propriedade do resultado de uma medicdo em que o resultado pode estar relacionado com uma
referéncia através de documentos de calibracdes, sendo que cada um contribui para a medicdo da
incerteza” [28].
A rastreabilidade, que pode referir-se a documentagdo, é importante para bons
resultados analiticos e confianga nesses resultados. Para além de essencial para a comparacgdo de

resultados, é também um requisito da ISO/IEC 17025 [24], [29].

3.4.3. Ensaios de Recuperagao

Os ensaios de recuperag¢do sdo essenciais para a validacdo de métodos analiticos, sendo
utilizadas amostras, com a mesma matriz, que sdo fortificadas, ou seja, em que é adicionada uma
quantidade conhecida de uma solugdo padrao de forma a verificar a quantidade de analito
presente, devendo as amostras ser analisadas em replicado e em condi¢des de repetibilidade.
Com estes ensaios pretende-se verificar a existéncia de efeitos da matriz pela presenga de
interferentes que podem causar aumento ou diminuigdo da resposta analitica, sendo um ensaio
importante para avaliar parametros como a seletividade do método [20].

O primeiro passo é determinar a concentragdo adicionada e o resultado tedrico:

Csolugio mae (8/L)XVinicial (L)
Cadicéo (g/L) = - Veina(L) l (32)

Cadicao (g/L)xvolume (L)

Resultado tedrico (g/kg) = (33)

massa amostra (kg)

O resultado tedrico tem de ser convertido em g/100 g antes da sua utilizacdo, sendo

utilizada a equacgdo 64 ou 65.
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A percentagem de recuperacdo indica a quantidade de analito recuperada através da

expressao 34:

% Recuperagéo _ Resultado obtido—branco % 100 ( 34)

Resultando tedrico

A recuperacdo média, R, de analito de um material de referéncia é definida pela equagéo
35, sendo definida como a razdo entre o valor médio estimado experimentalmente e o valor de

referéncia:

R = Sobs (35)

CMRC

onde T,y € a concentragdo média estimada de n andlises do MRC e cy g € o valor de referéncia

do MRC [23].

. 3.5. Limiares analiticos

Os limiares analiticos, que incluem o limite de detec¢do e de quantificacdo, sdo estimados
a partir da incerteza da quantificacdo do analito, incerteza de parametros da reta de calibracdo e
dispersdao dos valores em relacdo a reta de calibracdo. Esta determinacdo é importante para

estabelecer qual é o menor nivel aceitdvel de desempenho para uma aplicagao.

3.5.1. Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LOQ) corresponde a menor concentracdo de analito que pode
ser quantificada pelo método com determinada exatidao e precisao de modo que o desempenho
do método seja aceitavel para uma dada aplicagdo. Em termos praticos, se o coeficiente de
variagdo e o erro relativo forem inferiores a 10 % entdo a concentra¢do do padrao de calibragao
menor, excluindo o branco, corresponde ao limite de quantificagdo. Apenas valores de
concentragdo superiores ao limite de quantificagdo podem ser reportados e este pode ser
determinado quantitativamente através da expressdo genérica:

LOQ = xy + 100 (36)

em que xo corresponde a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padrdes
vestigio (entre 10 e 20 ensaios), preparados de forma independente e reproduzindo o mais
possivel a situa¢do de rotina e oo representa o desvio-padrdo associado a xo.

A quantificagcdo é geralmente expressa em termos do sinal ou valor do analito que ira
produzir estimativas com um desvio padrdo relativo de 10 %, sendo por isso determinado pelo

IUPAC que o valor de k por defeito é 10 [30].
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Se o método envolver a utilizacdo de calibracdo linear, entdo o limite de quantificacdao é

dado pela expressdo 37:

10Sy,
X

L0Q = —L=

. (37)

na qual Sy/xé o desvio padrao residual da curva de calibragdo e b o declive da curva de calibracao
[20].

Em métodos cromatograficos, o limite de quantificacdo pode também ser determinado
pelo método da relagdo sinal-ruido, sendo este o método mais adequado quando os
procedimentos analiticos apresentam ruido da linha de base. Para estimar o LOQ é comparado o
sinal analitico obtido para uma amostra com baixa concentracdo da espécie de interesse com o
sinal da amostra do branco. Assim, é estabelecida a concentracdo minima que a espécie de

interesse pode ser quantificada com confianga. E considerado aceitavel uma relagdo sinal-ruido
de 10:1, ou seja, p > 10, em que S é o sinal medido pelo equipamento e N o sinal do ruido da

linha de base.

Outra forma de determinar o limite de quantificacdo é através de ensaios de recuperacao,
em que se fortifica a amostra com quantidades de analito que conduzem a que a concentracdo de
analito obtida apds a fortificacdo seja igual ao valor do limite de quantificacdo que se pretende
definir. Deve ser calculada a recuperacdo de cada réplica efetuada e determinada a média das
recuperacGes obtidas, que deve estar dentro do intervalo de recuperacdes definido pelo

laboratorio.

3.5.2 Limite de detegao

O limite de detecdo (LOD) corresponde a concentragdo minima de analito que pode ser
detetada pelo método com determinado nivel de confianga (normalmente 95 %). Na pratica,
corresponde a menor concentracdo de analito que pode ser distinguida do branco. Se for obtida
uma leitura inferir ao limite de dete¢do ndao pode ser concluido que o analito esta ausente na
amostra, apenas podemos afirmar que, com o nivel de confianga definido, a concentragdo do
analito é inferior a determinado valor. O LOD ndo deve ser confundido com sensibilidade, uma vez
que esta estd associada a capacidade do método distinguir pequenas concentra¢ées do analito

[18].
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Para determinar o limite de detecdo sdao analisadas réplicas do branco e é utilizada a

expressao 38:
LOD = xy + ks, (38)

onde x, representa a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padrdes
vestigio (entre 10 e 20 ensaios), preparados de forma independente e reproduzindo o mais
possivel a situacdo de rotina, so corresponde ao desvio-padrdo associado a xo e k a constante da

distribuicao normal.

Assumindo que a distribuicdo é gaussiana, entdo o valor de k (constante da distribuicdo
normal) é 3,3 para um nivel de confianga de 99,7 %. Se o método envolver a utilizagdo de
calibracdo linear, entdo o limite de detecdo pode ser calculado pela expressdo 39:

3,3'Sy/
1

LOD = 5

(39)
sendo Sy/x o desvio padrao residual da curva de calibracdo e b o declive da curva de calibracao.

No caso de método cromatograficos, em que existe ruido da linha de base, pode ser

aplicado o método da relacdo sinal-ruido, sendo aceitdvel uma relacdo sinal-ruido de 3:1, ou seja

% = 3, sendo S o sinal medido pelo equipamento e N o sinal do ruido da linha de base.

Para a correta definigdo do limite de dete¢do é preciso considerar a existéncia de dois
tipos de erros possiveis em andlises laboratoriais: o erro do tipo | (risco a) corresponde a
probabilidade de confirmar a presenga do analito em estudo numa amostra, quando, na verdade,
esta ausente. Ja o erro do tipo Il (risco B) corresponde a probabilidade de confirmar a auséncia do
analito em estudo numa amostra, quando, na verdade, este esta presente. Estes erros devem ser
minimizados, pelo que para uma correta analise dos limiares analiticos a=p=5 % (valores por
defeito recomendados pelo IUPAC). Utilizando a=B=5 % o LOD tem de ser 1,65s acima do valor
especificado para o valor critico, sendo 1,65+1,65=3,30, que é frequentemente arredondado para

35 [18], [20].

. 3.6. Gama de trabalho

A gama de trabalho corresponde ao intervalo de concentra¢des em que o método fornece
resultados do analito de interesse com boa precisdao, exatiddo e com incerteza considerada
aceitavel. O limite de quantificacdo é o limite inferior da gama de trabalho e apds o seu limite

superior sdo observadas anomalias significativas na sensibilidade do método, pelo que este ndo
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deve ser aplicado para concentra¢des fora da gama de trabalho definida. Para avaliacdo deste
parametro deve ser representada graficamente a concentracdo do analito, com utilizacdo de pelo

menos cinco pontos de calibragdo com distribuicdo equitativa pela gama de concentragdes [20].

. 3.7. Adequabilidade do sistema
A adequabilidade do sistema consiste na capacidade do sistema analitico reportar um

pico cromatografico adequado no que respeita aos parametros de avaliacdo da qualidade
cromatografica, tais como tempo de retencdo, resolugdo, assimetria, precisdo dos resultados,
numero de pratos tedricos e fator de capacidade. Esta andlise deve ser efetuada em cinco
injecdes do ultimo padrdo da curva de calibracdo. De acordo o com procedimento interno PCQ.34
[31], os critérios de aceitacdo sdo os seguintes:

e Tempo de retencdo = 0,30 min;

e Assimetria<2,0

e Pratos tedricos > 2000

e Fator de capacidade > 2

e Precisdo:CV<2,0%

" 3.8. Validacgéao segundo 0 AS-SOP.025

O procedimento global AS-SOP.025 “Development and industrialization of food chemistry
methods” [32] é um procedimento interno definido pela Mérieux NutriSciences de modo a que o
processo de validagdo seja consistente ao longo da rede global de laboratérios deste grupo. No
AS-SOP.25 ¢ recomendado efetuar ensaios de recuperagdo numa amostra por matriz e/ou a
andlise de um material de referéncia por familia, sendo esses ensaios em triplicado, com 2 niveis
diferentes (por exemplo LOQ e 10 x LOQ) e realizados em 2 dias diferentes. Para a avaliacdo da
dispersdo dos triplicados, foi adotado internamente a utilizacdo do HorRat, apesar deste nao ser

um teste especifico para a rejeicdo de replicados.

3.8.1. Horwitz Ratio (HorRat)

O Horwitz Ratio (HorRat) é um dos critérios adotados por organizacbes como a Unido
Europeia e a AOAC INTERNATIONAL para aceitacdo de diversos métodos quimicos de analises,
sendo um parametro de desempenho normalizado relacionado com a precisdo do método. Este
parametro de desempenho foi desenvolvido a partir do desvio-padrdo interlaboratorial, que

possui uma variancia elevada pela utilizacdo de condigdes de reprodutibilidade. Pode também ser
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aplicado ao desvio-padrao intralaboratorial, no entanto deve ser considerado metade a dois
tercos do valor obtido na equacdo devido a menor variancia existente pela utilizacdo de condicées
de repetibilidade.

O desvio-padrao relativo previsto (PRSD) pode ser representado empiricamente através
da equagdo de Horwitz:

PRSD(%) = 2C~%1° (40)

sendo C a concentracdo expressa fracdo mdssica.

A concentracdo deve ser expressa de forma adimensional, através da fracao massica, de
forma a simplificar a expressao e para ser independente do analito

O HorRat é calculado pela equacao:

v (%)
PRSD

HorRat = (41)
Sendo o CV calculado a partir dos dados e PRSD o desvio-padrao relativo previsto pela equacdo de
Horwitz. [33]

Empiricamente, a gama aceitdvel para o HorRat em condicées de reprodutibilidade é
entre 0,5 e 2,0. Se o resultado obtido por superior a 2,0 pode indicar a existéncia de amostras nao

homogéneas ou necessidade de otimizar o método. [34]

Capitulo 4- Métodos estatisticos
Os métodos estatisticos sdao importantes para o tratamento dos dados obtidos e para

retirar conclusGes objetivas sobre as diferencgas entre conjuntos de dados (testes de significancia).

. 4.1. Curva de calibragao e linearidade

Uma curva de calibragdo fornece informacdo sobre a existéncia de dependéncia entre a
resposta do sistema de mediacdo e a concentragdo da amostra. A linearidade corresponde a
capacidade de um método fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo de
analito, dentro de uma gama de trabalho definida, e pode ser avaliada visualmente, através do
coeficiente de correlagdo (r), testes estatisticos ou pela andlise de residuos [20].

O coeficiente de correlagdo é um valor adimensional que estabelece a interdependéncia
entre o sinal obtido e a concentragdo do padrao correspondente e pode tomar valores de -1 <r <
+1, sendo que o seu valor deve ser superior a 0,995 para um bom ajuste do modelo linear. Para o

modelo de regressdo linear o coeficiente de correlagao linear é calculado pela equagdo 42:
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TIi—0) ((vi=)]
- 42
VE=02Z((vi-»2] (42)

Para avaliar se a correlacdo é significativa pode recorrer-se ao teste t para o r. A hipdtese

nula (Ho) é definida como ndo existindo correlagdo linear entre x e y, ou seja, Ho: r=0. O primeiro
passo é determinar o valor de t através da expressdo 43:

= |[r|xvn-2
T Vi

sendo n o numero de padrdes utilizados na construgao da curva de calibragdo

(43)

Apds o cdlculo do valor t, este é comparado com o valor t tabelado para 95 % de
confianga e n-2 graus de liberdade. Se |t 4| < t;qp @ hipdtese nula é aceite, pelo que ndo existe
correlagdo linear entre x e y. Se |t.q;| > tiqp @ hipdtese nula é rejeitada, havendo uma correlagdo
linear entre x e y, sendo neste caso o modelo selecionado o que melhor se ajusta aos resultados.
Outra forma de avaliar o ajuste é através de métodos estatisticos, como o teste de Mandel. O
teste de Mandel avalia se a funcdo mais adequada para representar a calibracdo é a funcao linear,
y=a+bx ou uma funcdo polinomial. Partindo do conjunto de pares ordenados deve ser calculada a
funcdo linear e outra funcdo (por exemplo, a fun¢do quadrética, y=a+bx+cx?), os desvios-padrio
para cada funcdo (Syx e Sy2), a diferenca das variancias (DS?) e o valor teste PG (teste F). O desvio
padrdo residual da reta de calibracdo exprime a dispersao dos valores do sinal instrumental em

torno da curva de calibragao.

. ._A.2

Sy, = (B0 9= a+bx (44)
. ._/\.2

Syp = /—Zl(i’l‘_:‘) , 9 =a+ bx + cx? (45)

De seguida é calculada a diferenca das variancias (DS?) é obtida pela expressdo
DS?=(Mn-2)-S5, —(n—3)-5% (46)
/x y
onde SJ%/ e S;z correspondem aos desvios-padrao residuais da calibragdo linear e nao linear,
X

respetivamente e n ao nimero de padrdes de calibragdo.

De seguida é realizado um teste F, determinando o valor de PG pela equagdo 47:

DS?

CHE

PG (47)

O passo seguinte é comparar o valor de PG obtido e o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor/Fisher para 1 grau de liberdade do numerador e n-3 graus de liberdade do

denominador e 95 % de confianga. Se PG < Fy,p a fungdo de calibragdo é linear pois é a que produz
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um melhor ajuste dos pontos. Se PG > Fip a fungdo que melhor se ajusta aos resultados obtidos é
a fungdo quadratica. Neste caso deve ser avaliada a possibilidade de reduzir a gama de trabalho
ou de usar outra fungdo com melhor ajuste [20].

Para tracar a curva de calibracdo a resposta obtida pelo instrumento de andlise é
relacionada, graficamente, com a varidvel em estudo (como a concentrag¢do), devendo ser
escolhido o modelo que ajuste dos resultados obtidos (linear, quadratico...). O modelo escolhido
deve apresentar o menor desvio dos resultados obtidos experimentalmente, de modo a que os
valores de x desconhecidos previstos usando esse modelo providenciem confianga nos resultados
obtidos. Os critérios de aceita¢do da reta de calibragdo, de acordo com o PCQ.34: Validacdo de
métodos em analise quimica [31] , sdo o coeficiente de correlacdo ser superior ou igual a 0,995,
avaliacdo da linearidade e validacdo da gama de trabalho pelo teste de homogeneidade de
variancias.

Um dos métodos mais utilizados para a escolha do modelo de regressdo é baseado no
método dos minimos quadrados, que assume que a soma dos quadrados das diferencas entre os
valores previsto pelo modelo (y;) e os valores de y é a menor possivel, ou seja:

Y — 9% = minimo (48)

No modelo de regressdo linear verifica-se a existéncia de uma relagao linear entre os
valores das ordenadas e das abcissas, sendo graficamente traduzido por uma reta cuja equacgao
da reta de calibracdo é mostrada na equacgao 49:

y=a+ bx (49)
sendo a e b a ordenada na origem e o declive, respetivamente.

Os valores de a e b podem ser obtidos através de ferramentas informaticas, como o Excel,
ou obtidos matematicamente pelas expressdes 50 e 51. O valor t corresponde ao valor t-student

tabelado para n-2 graus de liberdade e 95 % de confianga.

YR G=B) =]
b= T (=% (50)
a=7y+bx (51)

E necessario determinar a incerteza associada aos valores de a e b, s.t e spt, respetivamente,

sendo s, e s, calculados pelas equagdes 52 e 53.

(2o
Sa = Sy/x X nY.(x;—%)2 (52)

- Syix
b = R (53)

sendo n o numero de padrdes utilizados para construir a curva de calibragdo e sy 0 desvio padrao

residual da curva de calibragdo (obtido pela equacdo 42) [20].

38



Assim, a forma correta de apresentar a reta de calibracdo do modelo de regressao linear

y=(ats,t)+(b=xsyt)x
. 4.2. Teste t
O teste t avalia se as diferencas entre resultados sdo significativas, com um determinado
grau de confianca, de forma a verificar se as diferencas observadas se devem apenas a erros
aleatdrios (e ndo a erros sistematicos). Como hipdtese nula (Ho) considera-se que as médias ndo
sdo significativamente diferentes e a hipdtese alternativa (Hi) é que as médias sdo
significativamente diferentes do Xref, ou seja, Ho: X = Xref-

O valor t é determinado pela expressdo 58:

tealculado = |X — xrefl X (54)

yn
S
sendo X a média dos resultados obtidos experimentalmente, s o desvio padrdo associado a média
dos valores experimentais e n o nimero de resultados

De seguido o valor de |t| calculado é comparado com o valor t-student tabelado para n-1
graus de liberdade e 95 % de confianga. Se |tcalculado| | <ttabelado, Ho N30 € rejeitada e podemos
concluir que os resultados ndo diferem significativamente. Se |tcaiculado| | > ttabelado OS Valores de X e
Xref apresentam diferencas significativas, sendo evidenciada estatisticamente a existéncia de
desvios [18], [20].

Uma das aplicagdes deste teste é na determinagdo da justeza durante a valida¢do de um
método, uma vez que se ndo forem verificadas diferengas significativas entre X e X para n-1

graus de liberdade e 95 % de confianga considera-se que o método é justo e que nao ha

evidéncias da existéncia de erros sistematicos a afetarem os resultados [35].

4.3. Teste de Grubbs

A detecdo estatistica de valores atipicos (outliers) no conjunto de resultados obtido é de
extrema importancia. O teste de Grubbs é um teste estatistico, introduzido em 1950, que deteta
valores atipicos, assumindo que a os resultados obtidos seguem uma distribuicdo normal. Para
aplicar este teste é necessario previamente calcular a média e o desvio-padrdo, de forma a
verificar qudo desviado se encontra o valor suspeito, sendo considerados como suspeitos os
valores extremos do conjunto de resultados obtidos. Para isso é necessario organizar os valores
por ordem crescente para posteriormente aplicar o teste ao minimo e/ou maximo de forma a
testar se esses extremos sdo valores atipicos. A presenca de resultados atipicos é verificada num

valor de cada vez, sendo eliminado caso seja um valor atipico e repetido o processo até nao ser
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detetado nenhum valor atipico. E recomendado utilizar niveis de confianca elevadas, como 99 %,
ndo devendo ser utilizados niveis inferiores a 95 % [36].

A hipdtese nula, Ho, é definida como nao existindo valores atipicos no conjunto de dados,
Ho: Xs=x;, € a hipdtese alternativa, H;, como existindo exatamente um valor atipico no conjunto de
dados.

Este teste é aplicado tanto ao valor minimo como ao valor méximo dos resultados, sendo
realizado para cada matriz de forma a avaliar a possibilidade de se rejeitar algum valor.

O primeiro passo é determinar a populacdo e o valor critico com 99 % de confianga. O

passo seguinte é verificar qual o menor resultado obtido e utilizar expressao 59:

média—valor minimo

Gp Valor minimo = (55)

desvio padrao

Se 0 G, Valor minimo for inferior ao valor critico entdo Ho é aceite, ndo sendo o valor
minimo um valor atipico.

Para testar se o valor maximo é um valor atipico utilizar a expressao 60:

|média—valor maximo|

Gp Valor méaximo = (56)

desvio padrao

Se o0 G, Valor maximo for inferior ao valor critico entdo Ho é aceite, ndo sendo o valor

maximo um valor atipico [37].

4.4. Teste C de Cochran

O teste C de Cochran avalia a homogeneidade de variancias entre ensaios através da
comparag¢do da maior variancia com as outras variancias, podendo ser utilizado para avaliar se é
necessario eliminar alguma matriz para o cdlculo da repetibilidade do método. Algumas das
vantagens da utilizacdo deste teste estatistico sdo a sua facil aplicagdo e o uso de dados concisos
como as variancias. E relevante referir que sé pode ser aplicado se o conjunto de dados seguir
uma distribuicdo normal. A hipdtese nula, Ho é que nao existem diferencas significativas entre as
varidncias (s?) e a hipdtese alternativa, Hi;, é que existe pelo menos uma varidncia
significativamente superior as restantes [38], [39].

O primeiro passo é calcular o C de Cochran através da expressdo 61:

maior variancia _ Shax ( 57)

calculado soma de todas as variancias > siz

O valor C calculado é comparado com o valor C de Cochran critico tabelado para 5 % de
significancia, com n graus de liberdade no numerados e h graus de liberdade no denominador (ver
anexo D2), correspondendo n ao nimero de replicados e h ao nimero de ensaios realizados. Se o

valor de C calculado for inferior ao valor de C tabelado, a hipdtese H, ndo é rejeitada, ou seja, o
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ensaio com maior variancia ndo deve ser rejeitado uma vez que ndo ha evidencias de existirem
diferencas significativas entre as variancias de todos os ensaios realizados. Se o valor de C
calculado for superior ao valor de C tabelado, a hipdtese H, é rejeitada, ou seja, a maior variancia
é significativamente diferente das restantes variantes, devendo ser eliminada e repetir o teste

para a maior variancia seguinte [40].
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5. Materiais e métodos

. 5.1. Reagentes

- Agua desionizada

- Acetonitrilo para HPLC (C;Hs3N), 299,0 % - Honeywell| Riedel-de Haén 34851

- D-(-)-Frutose (CsH120¢), 299,0 % - Sigma-Aldrich F0127

- D-(+)-Glucose (CsH1206), 299,0 % - Sigma-Aldrich G5767

- D-(+)-Galactose (CgH1206), 299,0 % - Sigma-Aldrich 48260

- Sacarose (C12H22011), 299,0 % - Sigma-Aldrich 84100

-D-(+)- Maltose monoidratada (Ci2H2,011-H,0), 299,0 % - Sigma-Aldrich M5885

-a -Lactose monoidratada (C12H22011-H20), 299,0 % - Sigma-Aldrich L3625

- Sulfato de zinco hepta-hidratado, [ZnSO,4-7H,0]- VWR Chemicals 29253.293

- Hexacianoferrato (ll) de potassio tri-hidratado, [KsFe(CN)e-3H,0]- VWR Chemicals 26812.295
- Eter de petrdleo, com ponto de ebulicdo entre 40 2C e 60 2C- VWR Chemicals 23826.360

. 5.2. Equipamentos

- Balanca analitica, capaz de pesar com aproximacao de 0,1 mg- Sartorius BP221S

- Balanga eletrénica de precisdo, capaz de pesar com a aproximacdo de 0,1 mg — Mettler Toledo,
XS603S

- Banho de ultrassons- VWR Chemicals

- Banho termostatizado sem agitacdo, regulavel a uma temperatura de (90 + 5) 2C, Julabo SW22

- Estufa de secagem, reguldvel a aproximadamente 60 2C- MMM Group

- Agitador magnético sem aquecimento, regulado a aproximadamente 400 rpm- Thermo Scientific
- Centrifuga, reguldvel a uma velocidade de 3000 rpm- Zentrifugen Rotina 380

- Sistema de filtragdo adequado para filtros de membrana de polipropileno de 47 mm e tamanho
de poro de 0,45 um

- Sistema HPLC - Agilent Technologies

- Granulador RETSCH GRINDOMIX GM200

-Bimby
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. 5.3. Material

- Exsicador

- Barras magnéticas

- Baloes volumétricos de (10,000 + 0,025) mL, (25,00 +0,04) mL, (50,00 + 0,06) mL e (100,0 + 0,1)
mL- Normax

- Baldes de fundo plano de 250,0 mL — Schott Duran

- Cafeteira elétrica- Philips

- Copos de plastico asséticos com tampa roscada, com capacidade de 50 mL

- Filtros de papel pregueados- VWR 0,45 um

- Gobelés de plastico, com capacidade de 100 mL

- Micropipetas de (1,0000+0,0006) mL, (5,0000 + 0,0041) mL e (10,0000+0,0064 mL)- Eppendorf
- Tubos de centrifuga com tampa e capacidade de 50,0 mL- VWR

- Dispensadores de volume varidvel

- Pipetas de Pasteur

-Vareta de vidro

- Pérolas de vidro

- Frasco schott

- Cronédmetro

- Proveta de vidro de 500 mL

- Seringa de 0,5 mL

- Filtros de seringa de PVDF de 25 mm, com 0,45 um de porosidade

- Frascos para amostrador automatico, com tampa e septo, de capacidade aproximada de 2 mL
(vial)- VWR

- Coluna cromatografica para determinagdo de hidratos de carbono, LUNA Omega 3 Sugars 100 A

250 x 4,6 mm - Phenomenex

. 5.4. Solugdes

5.4.1. Solugdo mie de calibra¢do, com concentragio aproximada de 18 g/L
Para preparar a solucdo padrdo, considerando a pureza de cada agucar, foi pesado com
rigor (0,0001 g) aproximadamente 1,8000 g de cada agUcar analisado (frutose, glucose, galactose,
sacarose, maltose e lactose) para um baldo volumétrico de 100,0 mL, obtendo-se uma

concentracdo final aproximada de cada agtcar de 18,00 g/L. De seguida foi adicionada dgua e
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utilizado o banho de ultrassons até dissolucao total, perfazendo depois o volume com agua

desionizada.

5.4.1.2. Solugdes de calibragdo dos aglicares

As solucgGes de calibracdo foram preparadas por diluicdo da solugdo mae de calibragao,

em agua, conforme indicado na Tabela 1.

Tabela 1: Preparacgéo das solugdes de calibracdo dos agucares

Padrao Solugdo inicial Volume inicial Volume final Concentragao

(g/L) (mL) (mL) (g/L)

1 18,00 0,5000 100,0 0,090

2 18,00 1,3000 100,0 0,23

3 18,00 2,5000 50,00 0,90

4 18,00 6,5000 50,00 2,34

5 18,00 9,5000 25,00 6,84

6 18,00 6,3000 10,00 11,34

7 18,00 - - 18,00

5.4.2. Solugao de fortificagao
Para preparar a solugao de fortificagao, considerando a pureza de cada agucar, foi pesado
aproximadamente 5,0000 g de cada agucar analisado (frutose, glucose, maltose, galactose,
sacarose, lactose) para um baldo volumétrico de 100,0 mL, obtendo-se uma concentragao final de
cada agucar de 50,00 g/L. De seguida foi adicionada agua e utilizado o banho de ultrassons até

dissolugdo total, perfazendo depois o volume com agua desionizada.

5.4.3. Solugdes de Carrez | e Carrez Il
A solucdo de Carrez | foi preparada pela dissolugdo de, aproximadamente, 15,0000 g de
hexacianoferrato (Il) de potassio tri-hidratado em agua desionizada num baldo volumétrico de
100,0 mL, com auxilio do banho de ultrassons. De seguida o volume do baldo volumétrico foi
ajustado com agua desionizada e homogeneizado.
Para a solucdo de Carrez Il foram dissolvidos 30,0000 g de sulfato de zinco hepta-

hidratado em agua desionizada num baldo volumétrico de 100,0 mL com auxilio do banho de
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ultrassons. De seguida o volume do baldo volumétrico foi ajustado com d4gua desionizada e
homogeneizado.
As solugbes de Carrez foram utilizadas para precipitar as proteinas que pudessem estar

presentes na amostra e clarificaram a solucdo de modo a nao existirem interferéncias na anélise.

5.4.4. Fase movel
Para preparar a fase moével foi utilizada uma mistura de acetonitrilo e agua desionizada na
proporc¢do 75/25 (v/v) . A solugdo foi desgaseificada no sistema de filtragdo e deve ser preparada

e utilizada no dia da realiza¢do do ensaio.

. 5.5. Protocolo para determinagao de aglicares em matrizes alimentares

Foi seguido o procedimento interno relativo as andlises fisico-quimicas PAFQ.235 [41],
denominado “Determinag¢do dos aclicares componentes e totais (frutose, glucose, galactose,
sacarose, maltose e lactose)” para a determinacdo dos aglicares componentes e totais, sendo a
determinacao realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de indice de

refracdo.

5.5.1. Preparacdo das amostras

As amostras para analise foram preparadas de acordo com o PAFQ.044: Métodos de
preparacdo das amostras para analise [42].

Os leites homogeneizados industrialmente foram ser aquecidos na prépria embalagem a
uma temperatura de (40 + 2) 2C durante 45 minutos devido a possibilidade da matéria gorda estar
aderente as paredes do frasco. Apds esse tempo a amostra foi homogeneizada com movimentos
invertidos e suaves, de forma a ndo incorporar ar e evitar a formag¢do de espuma. A seguir
foicortada a embalagem e todo o conteudo transferido para um copo de plastico, verificando que
ndo restavam quaisquer residuos (ex. matéria gorda) no pacote. A amostra foi armazenada
refrigerada durante o periodo maximo de 1 semana.

O iogurte e o molho béchamel foram homogeneizados na prépria embalagem com auxilio
de uma vareta de vidro até obter uma mistura homogénea, tendo o cuidado de raspar bem todo
o conteudo do pacote ao transferir para um copo de plastico estéril. A amostra foi armazenada
refrigerada durante o periodo maximo de 1 semana.

O chocolate foi homogeneizado no moinho granulador, sendo depois transferido para um

copo de plastico e conservado a temperatura ambiente.
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A bolacha maria foi homogeneizada na Bimby, sendo depois transferida para um copo de
plastico e conservada a temperatura ambiente.

A preparacdo da gelatina (em pd) foi realizada de acordo com as instrucGes da
embalagem. A amostra foi depois transferida para um copo de plastico assético e armazenada
refrigerada.

Todos os copos foram identificados com o nUmero da amostra e data da preparacdo, sem
qualquer referéncia ao cliente fornecedor da amostra, de forma a que todas as analises fossem

realizadas imparcialmente, como exigido pela NP EN ISO 17025:2018 [16] .

5.5.2. Procedimento para amostra chocolate

1. Pesar um tubo de centrifuga e registar a massa (Taraiubo).
2. Pesar a amostra homogeneizada para o tubo da centrifuga e registar a massa (T).
3. Adicionar éter de petrdleo e centrifugar a solucdo, de modo a extrair a matéria

gorda. Rejeitar o sobrenadante.

4. Repetir o passo anterior até o solvente ndo apresentar cor amarelada.

5. Colocar o tubo de centrifuga na estufa durante a noite para evaporagdo do
solvente.

6. Retirar o tubo da estufa e deixar arrefecer a temperatura ambiente.

7. Pesar e registar a massa do tubo seco com o residuo [Tarawne + residuo (g)].

8. Calcular o peso do residuo, utilizando a expressao:

Peso residuo (g) = [Taras,p, + residuo (g)] — Tarasqyp, (9) (58)

9. Pesar um baldo de fundo plano que contenha algumas pérolas de vidro e registar

a sua massa (Tarapaso).
10. Transferir o residuo para o baldo com o auxilio de dgua, até transferéncia de todo

o residuo do tubo da centrifuga.

11. Colocar o baldo no banho termostatizado.

12. Arrefecer a solucdo a temperatura ambiente.

13. Adicionar a solucdo de fortificacdo.

14. Pesar o baldo e adicionar agua até que o peso final seja igual a:
Tarapaize = Pesoyesiauo + 100 g (massa teérica) (59)

15. Registar a massa real da Tarapaizo+P€SOresiduo+100 g.

16. Rolhar o baldo e homogeneizar a solugao.
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17. Transferir a solucao para um tubo de centrifuga e centrifugar a solucdao durante
10 minutos.

18. Recolher o sobrenadante e filtrar a solugdo com um filtro de seringa para um
frasco (vial), rejeitando os primeiros mililitros do filtrado.

19. Injetar os extratos no dia da extracdo.

5.5.3. Procedimento para as restantes amostras
1. Pesar a amostra homogeneizada para um gobelé e registar a massa da amostra (T).
2. Adicionar agua quente, a uma temperatura compreendida entre 50 2C e 60 2C, ao
gobelé com a amostra.
3. Introduzir uma barra magnética no gobelé e colocar no agitador magnético sem
aquecimento.
4. Apds o periodo de tempo necessario para extracdo dos aclcares da amostra transferir
a solucdo para um baldo volumétrico.
Lavar o gobelé e transferir as aguas de lavagem para o bal3o.
Adicionar solugdo de Carrez | e solucdo de Carrez Il.
Perfazer o volume do baldo com agua e homogeneizar.

Filtrar a solucdo por um filtro de papel pregueado para um copo.

W o N o U

Remover o papel de filtro e transferir o filtrado para um frasco (vial), com a ajuda de
uma pipeta de Pasteur.

10. Injetar os extratos no dia da extragao.

5.6. Sistema de HPLC

O sistema de HPLC era composto por um sistema de inje¢dao automatico com capacidade

para diferentes volumes, uma bomba isocratica de fluxo constante de 1,0 mL/min com injecdo

automatica de 10 uL e tempo de analise de 17 minutos. Possuia ainda um detetor de indice de

refracdo e forno de colunas regulavel a (35 + 5) C. A coluna cromatografica para determinagdo de

hidratos de carbono utilizada foi a Luna Omega 3 um SUGAR 100 A LC Column (250 x 4.6) mm

Phenomenex, que permitiu a separa¢do da glucose e galactose, assim como dos restantes

monossacarideos e dissacarideos em analise.

Existem diversos programas (softwares) comerciais que permitem estimar os parametros

de validacdo de forma rapido e segura, sendo muito Uteis num laboratdrio que apresenta desafios

restritivos como o tempo, o custo e o potencial instrumental.
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Antes de iniciar a analise, foi injetada dgua nas mesmas condi¢cdes do método de andlise,
de modo a verificar que ndo existiam sinais coincidentes com os sinais correspondentes aos
acUcares componentes. Se aparecessem picos, deveriam ser efetuadas injecdes de solvente até
gue estes desaparecessem (limpeza do sistema).

A sequéncia de analise, utilizando o software do equipamento, seguiu a ordem:

v" Branco do equipamento,
Padrdo de calibragao de maior concentragao
Branco do equipamento
Padrdes de calibracdo com concentragao crescente
Branco do equipamento
Branco do processo
Padrdes de verificacao

Amostras, adicionando um padrao de verificacdo a cada 4 amostras analisadas

D N NI N N N Y N N

Padrdao de menor e maior concentragao

6. Apresentacao e discussdo dos resultados

= 6.1. Analise qualitativa

Na analise qualitativa foram identificados os sinais dos aglcares componentes presentes na
amostra por comparag¢do dos seus tempos de retengdo com os das solugbes de calibragdo, ndo
devendo estes diferir em mais do que + 0,30 minutos. Apesar dos tempos de retencdo poderem
variar em func¢do da coluna, a identificacdo dos analitos nas amostras foi sempre efetuada com
base nos tempos de retencdo das soluges de calibracdo. Os tempos de retencdo aproximados
foram:
Frutose 6 a 7 minutos
Glucose 7 a 8 minutos
Galactose 8 a 8,5 minutos
Sacarose 10 a 11 minutos

Maltose 11 a 12 minutos

SR NEE N NN

Lactose 13 a 14 minutos
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Figura 6: Exemplo de um cromatograma obtido por HPLC de um padréo de concentracdo 18,00 g/L, com identificacéo

dos picos de cada agucar respetivos tempos de reten¢do (em minutos).

" 6.2. Curva de calibracéo

Apds terminadas as leituras no equipamento de HPLC foram obtidos cromatogramas
(como o da Figura 6) e identificados os compostos pelo seu tempo de retencdo. Considerando os
cromatogramas dos padrdes referidos na tabela 1 foram tracadas retas de calibracdo para cada
um dos acucares analisados, sendo representado no eixo das ordenadas a resposta instrumental
do equipamento (altura do sinal, em nRIU) e no eixo das abcissas a concentracdo (em g/L). As
curvas de calibracdo para cada acucar foram tracadas diariamente e avaliados os seus parametros
como o declive e o coeficiente de correlacdo. Na tabela 2 sdo apresentados os valores obtidos de
concentracdo de cada padrdo e respetiva altura no cromatograma, para a galactose cujo ensaio
foi realizado no dia 12 de janeiro de 2022 para construgdo da reta de calibragdo. Os célculos para
determinacdo da incerteza associada a cada padrdo de calibracdo podem ser consultados no

anexo F3.

Tabela 2: Valores obtidos da altura dos picos obtidos no cromatograma de 12-01-2022 de cada padrao de calibragdo da

galactose para construcao da sua reta de calibracao.

0,090 0,006 | 178,098
0,23+0,02 | 527,236
0,90 +0,06 | 1966,567
2,34+0,15 | 5343122
5,84+045 (15622853

11,34 0,75 [25951,713

18,00 + 1,18 [41564,697

Como exemplo é apresentado na figura 7 a representacdo grafica da altura dos picos dos

padrées de calibragdo obtidos no cromatograma em fungdo da concentragdo dos padrdes
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utilizados para a galactose. A representacdo grafica obtida é uma reta cuja equacdo é

Altura do pico = (2307,00 + 77,19) [Concentracdo] — (75,11 + 9,10 ).

Curva de calibracao da galactose

45000
40000
35000
30000 e )
25000 —
2000 e
15000 .
10000 | e
5000 -~
0 &

y =2.307,00x - 75,11 )
R2=0,99997 .- ’

Altura (nRIU)

Concentracdo (g/L)

Figura 7: Representacao grafica da reta de calibracdo da galactose, cujo ensaio foi realizado no dia 12-01-2022

O coeficiente de correlacdo foi determinado pela equagdo 38, sendo o seu valor de
0,99998 para a representacdo grafica da figura 7, podendo o seu calculo ser consultado no anexo
F1.

Uma vez que o valor do r obtido foi superior a 0,995 e a representacao grafica era uma
reta verifiquei que existia uma relacdo linear entre a altura dos picos e a concentragdo de
galactose nos padrdes utilizados para a calibracdo. Para reforcar esta afirmacdo foi ainda
realizado o teste t para r, sendo o t calculado pela equagdo 43 e os dados necessdrio para

aplicagdo deste teste apresentados na tabela 3.

|0,99998| x V7 — 2
tealculado = = 408,25

v1-0,99997

Tabela 3: Dados necessarios para aplicacdo do teste t para o r a reta da galactose da figura 7, como o nimero de
padrdes utilizados para tracar a curva de calibracdo (n), o coeficiente de correlagcdo do modelo linear (r), o valor de t

calculado e o valor de t-student tabelado para n-2 graus de liberdade e 95 % de confianga

r r Yoacwade | Labemde
0,99998 | 0,99997 | 408,25 | 2,57

Apds andlise da tabela 3, verifiquei que o t calculado era superior ao t tabelado para n-2
graus de liberdade e 95 % de confianga, pelo que existia correlagdo linear entre a altura dos picos

e a concentragao de galactose nos padrdes de calibragao.
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Pelos valores de r e r? obtidos, ndo foi necessario realizar o teste de Mandel para
comprovacdo do modelo linear ser o mais adequado.
e 6.3. Linearidade
A avaliacdo da linearidade foi feita através da representacdo gréfica, do calculo e da
analise do coeficiente de correlacao de, pelo menos, 5 curvas de calibracao obtidas em cinco dias
distintos. Para a curva de calibracdo ser aceite a sua representacdo grafica teve de ser uma reta e
o coeficiente de correlacdo teve de ser superior a 0,995. Na tabela 4 s3o apresentadas as

representacoes graficas da galactose obtidas em cinco dias distintos.

Tabela 4: Representacdo gréfica de 5 curvas de calibracdo em dias distintos para avaliagdo da linearidade, para o

acUcar galactose.

Data Representacdo grafica da reta

40000
35000 e
30000
25000

11-01-2022 20000

Altura (nRIU)

15000
10000

5000 o

0 ‘..
0 Concentrle?géo (g/L) = 20

Declive: 1941,74 r=0,99995
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13-01-2022

45000
40000
35000
30000
25000

20000

Altura (nRIU)

15000
10000

5000

10 15
Concentracdo (g/L)

20

Declive:2296,43

r=0,99980

17-01-2022

45000
40000
35000
30000
25000

20000

Altura (nRIU)

15000
10000
5000

0 &
0

10 15
Concentracdo (g/L)

20

Declive:2258,99

r=0,99978
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50000

45000

40000

35000 .
30000 ”9“""
25000 -

26-01-2022 20000

Altura (nRIU)

15000
10000 .
5000 -

0 &
0 5 10 15 20

Concentracdo (g/L)

Declive:2607,62 r=0,99944

55000
50000 ®
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000 -
5000 >
0 "J.'
0 5 10 15 20
Concentracdo (g/L)

01-02-2022

Altura (nRIU)
[

Declive: 2669,34 r=0,99827

As representacgdes graficas das curvas de calibragao para os restantes agucares podem ser
consultadas no anexo B.

Pela andlise da tabela 4, verifica-se que as representa¢des graficas obtidas eram retas e
que o coeficiente de correlagdo obtido foi sempre superior a 0,995. Através do controlo do declive
foi possivel monitorizar a sensibilidade do método, sendo que o declive aumenta com o desgaste
da coluna, o que provoca diminuicdo do nuimero de pratos tedricos e da altura dos picos e
aumento do tempo de retencdo. Conforme a coluna vai sofrendo desgaste o fluxo deve ser

diminuido, o que vai fazer com que os picos se afastem e saiam mais cedo.
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= 6.4. Andlise quantitativa
Apds a andlise qualitativa, a representacao grafica e andlise da curva de calibracao, o teor
de cada acucar foi calculado considerando a massa da amostra, o volume, os fatores de diluicdao e

a interpolacdo da altura de cada acglcar na reta de calibracdo, e expresso em g/100 g.

6.4.1. Concentracdo da frutose, glucose, galactose e sacarose expressa em
0/100 g de amostra
A concentracdo da frutose, glucose, galactose e sacarose, expressa em g/100 g de

amostra, foi obtida pela equagdo 64:

€ (g/L)XV(L)XFD

o X 100 ( 60)

Ccomponente (g/100 g) =

sendo Ceomponente @ CONcentragdo de frutose, glucose, galactose ou sacarose, C a concentragao de
frutose, glucose, galactose ou sacarose presente na amostra determinada pela curva de
calibragdo, V o volume final da solucdo de extracdo, FD o fator de diluicdo e m a massa da
amostra.

Exemplo de calculo da concentracdo de galactose no iogurte (ensaio realizado no dia

13/01/2022):

4,2587 (g/L)x0,100 (L)x1
Cgatactose(g/100 g) = 2%’49:1 @ “2 %100 = 2,078 g/100 g

6.4.2. Concentracdo da lactose e maltose expressa em g/100 g de amostra
A concentracdo da lactose e maltose, expressa em g/100 g de amostra, foi obtida pela
equacgdo 62:

C (g/L)XV(L)XFD

I % 100 % 0,95 (61)

Ccomponente (9/100 g) =

sendo Ceomponente @ CONCentracdo de lactose ou maltose, C a concentragao de lactose ou maltose
presente na amostra determinada pela curva de calibragdo, V o volume final da solugdo de
extragdo, FD o fator de diluicdo, m a massa da amostra e 0,95 o fator de conversao do agucar da
forma mono-hidratada para a forma anidra.

Exemplo de cdlculo da concentracdo de lactose na bolacha maria (ensaio realizado no dia
13/01/2022):

0,1923 (g/L) x 0,100 (L) X 1
5,1153 (9)

Clactose(,g/loo g) = X 100 x 0,95 = 0,357 g/lOO

. 6.5. Precisao
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A precisdao foi avaliada em condi¢cdes de repetibilidade e em condi¢cbes de precisao

intermédia.
6.5.1. Repetibilidade

Para avaliar a precisdo em condi¢cdes de repetibilidade foram realizados 7 ensaios
replicados (n) de 7 matrizes (k), pertencentes a 4 grupos alimentares, sem alteracdo das
condicbes experimentais, ou seja, os ensaios foram realizados no mesmo dia, pelo mesmo
analista e utilizando o mesmo equipamento.

Os resultados obtidos para a galactose encontram-se na Tabela 5, podendo ser

consultados os resultados dos restantes aclcares no anexo C.

Tabela 5: Resultados obtidos nos 7 ensaios realizados para o estudo da precisdo da galactose em condigdes de

repetibilidade das 7 matrizes alimentares estudadas.

Cereais, | d e

-as. P Bulacha Maria 4397 435 517 430 433 507 513 aling
derivados
Alimentos confecionados e pré- Malho Bechamel 177 1,74 177 178 172 1,74 17 a0 g
confecionados
Chacolate preto .95 12,13 1.95 nre .61 12.03 .62 gidd g
ﬂy p d ¢ d e d, .
Gelatina 032 0,30 032 0,30 032 0.3 023 a0 g
FAPAS 125200 Mikshak

fenaks 2,85 275 232 2,83 230 312 309 a0 g

powder
Leite, produtos I3 e derivad lagurte 458 4.76 454 455 4.70 483 473 a0 g
Leite o 053 053 057 053 057 07 aling

Os valores auxiliares necessarios para estudar a precisdo do método em condicbes de
repetibilidade sdo apresentados na Tabela 6. Estes valores auxiliares foram a média dos
resultados obtidos da concentracdo de cada agucar, a varidncia de repetibilidade (s/?) utilizando a
equacdo 8, o desvio padrdao de repetibilidade (s;) utilizando a equacdo 7 e o coeficiente de
variagdo (% CV) pela equacdo 3.

Tabela 6: : Valores auxiliares necessarios para o estudo da precisdo da galactose em condigdes de repetibilidade para

cada matriz analisada

Cereais, Iegumlzos_as, pseudo—cereais e Eolacha Maria 5.0%6 001 0,118 2353
erivados
Alimentos confecionados e pré- Malho Béchamel 1748 0,001 0,027 1540
confecionados
Chocalate preta 11,902 0,036 0,189 1,589
Agicar, produtos agucarados e derivados
Gelatina 0,309 0,000 0011 3,654
FAPASTZS200Mikshake | o) 00172 0131 4.470
powder
Leite, produtos lacteos e derivados lagurte 4,721 0,007 0,054 1785
Leite LIHT 0,673 0,001 0,027 4,039
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Apds ordenar os resultados obtidos por ordem crescente, foi aplicado o teste de Grubbs
aos valores extremos (maximo e minimo) de cada matriz de forma avaliar se os valores obtidos
eram relevantes para o estudo ou se algum dos replicados devia ser desprezado.

O valor de G tabelado para n =7, com 99 % de confianga foi 2,139 (anexo D1). Os valores
de G calculados para os maximos e minimos de cada matriz estdo apresentados na tabela 7 e
abaixo é apresentado exemplo da aplicacdo do teste de Grubbs para verificar se o valor minimo

era um valor atipico.

6. Val . _5,026—4,90_1061
p» Valor minimo = 0118 =1,

Tabela 7: Valores para aplicagéo do teste de Grubbs as matrizes alimentares analisadas para o estudo da galactose

Lereais, leguminosas, pseudo-cereais & | g\ opa pars 433 0,357 Aceitduel 513 1423 Aceituel
derivados
Alimentos confecionadas e pré- Malho Bechamel 1,74 1,113 Acsitduel 178 1272 Acsituel
confecionados
Chocolate preta 11.54 1463 Aceitdvel 1203 1.203 Aoeitdvel
Agidcar, produtos agucarados e derivados
Gelatina 0.30 1,138 fceitduel 0,32 1,403 DOeitduel
FAPAS TZ5200 L s
Milkshake powder 285 1.852 Bceitdvel 294 1.354 Aceitduel
Leite, produtos licteos e derivados logurte 4 68 0,976 Aceitdvel 4,76 1.397 Beitdvel
Leite 0,65 1,105 fAeeitduel 063 1583 Acaitiuel

Como todos os valores de G calculados foram inferiores ao valor G tabelado (2,139),
conclui-se com 99 % de confiangca que ndo ha valores atipicos, ou seja, nenhum dos valores
suspeitos das diversas matrizes analisadas deve ser rejeitado para o cdlculo da repetibilidade do
método.

De forma a verificar existéncia de necessidade de eliminacdo de alguma matriz para
calcular a repetibilidade do método foi aplicado o teste C de Cochran utilizando a equacgao 61.
Para n=7 e k=7, com 95 % de confianca, o valor de C tabelado foi 0,3726 (anexo D2). A matriz com
maior variancia, como pode ser verificado na tabela 6, foi o chocolate preto e o C calculado para
essa matriz foi de 0,473. Como o C calculado é maior que o C tabelado conclui que a matriz
chocolate preto devia ser rejeitada para a determinacgao da repetibilidade.

No entanto, em vez de proceder a elimina¢do da matriz foi feita a divisdo da concentragao
em trés gamas, gama baixa ( <2,00 g/100 g), gama intermédia (2,00 g/100 g a 5,00 g/100 g) e
gama alta (>2,00 g/100 g). Para cada gama foi determinada ndo sé a precisdo em condicdes de
repetibilidade mas também em condi¢des de precisdo intermédia e a incerteza do método. Para a
divisdo em gamas foram considerados valores em que as gamas contivessem aproximadamente o

mesmo numero de matrizes e que passasse nos testes estatisticos utilizados. Além disso, como a
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gama de trabalho considerada inicialmente era muito extensa, ao fazer a sua divisdo consegui
diminuir as variancias e obter limites de repetibilidade mais ajustados para cada gama. Isto deve-
se ao facto dos resultados mais préximos do limite de quantificacdo apresentarem mais variagao
do que resultados na gama superior da gama de trabalho, uma vez que em concentragdes
menores o coeficiente de variagdo aumenta exponencialmente. Uma vez que é esperado que os
resultados da gama baixa apresentem maior variacdo o seu limite de repetibilidade deve ser
superior.

Para a gama de trabalho baixa da galactose foram consideradas as matrizes molho
béchamel, gelatina e leite, na gama intermédia as matrizes FAPAS Milkshake powder e iogurte e
na gama alta foram consideradas as matrizes bolacha maria e chocolate preto. Os resultados

estdo apresentados na tabela 8, tabela 9 e tabela 10.

Tabela 8: Resultados obtidos para as matrizes pertencentes a gama baixa da galactose

Alimentos
confecionados .
N Itolho Béchamel 1,77 1,74 1,77 1,77 1,74 1,78 1,74 | g/100g 1,76 | 0,000 |0,017| 0,95 0,05 2,66
e pré-

confecionados

Agucar,
produtos
agucarados e
derivados
Leite, produtos
licteos e Leite UHT 0,67 0,69 0,66 0,67 0,65 0,65 0,68 | gr100g | 0,67 | 000|001 2,25 0,04 6,29
derivados

Gelatina 0,32 0,30 032 | o030 | 031 | 030 | 030 [groog| 031 | 00000128 0,02 8,03

Tabela 9: Resultados obtidos para as matrizes pertencentes a gama alta da galactose

Cereais,
leguminosas, Bolacha
. . 4,97 5,17 5,07 4,93 4,97 4,93 5,19 g/100g | 5,03 |0,012] 0,11 2,22 0,31 6,21
pseudo-cereais Maria
e derivados
Agucar,
produtos Chocolate
11,95 11,95 11,77 | 11,61 12,03 11,82 11,54 g/100g | 11,81 | 0,03 | 0,18 1,56 0,52 4,36

agucarados e preto
derivados

Tabela 10: Resultados obtidos para as matrizes pertencentes a gama intermédia da galactose

FAPAS

Leite, produtos | T25200
i 2,85 2,90 2,92 2,89 2,91 2,94 2,90 g/ioog | 2,90 | 0,00 |0,028| 0,95 0,077 2,67

lacteos e Milkshake

derivados powder
logurte 4,68 4,76 4,74 4,68 4,70 4,68 4,73 g/100e | 4,71 |0,001 | 0,033 0,70 0,092 1,95
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Foi realizado o teste C de Cochran para a matriz com maior variancia dos resultados na
gama alta, o chocolate preto. Nas restantes gamas a varidncia tem valor igual para todas as
matrizes. Para a gama alta o valor de C tabelado para n= 2 e k=7, com 95 % de confianca é de
0,8534 e o valor de C calculado foi 0,731. Verifiquei que o valor de C calculado é inferior ao valor
de C tabelado, pelo que pode ser concluido com 95% de confianga que ndo é necessario eliminar
nenhuma matriz dentro da sua gama.

O limite de repetibilidade (r:), expresso em g/100 g, foi calculado através da multiplicacdo
do desvio-padrao por um fator de valor igual a 2,8 (como indicado na equagdo 5). O limite de
repetibilidade relativo (CVr. (%)) foi obtido pela equacdo 6, sendo o seu valor expresso em
percentagem. Exemplo de determinacdo do limite de repetibilidade e limite de repetibilidade
relativo para a bolacha maria:

r=28x%x0119/100g =0,31g/100 g
CVr (%) =2,8%x2218=6,21%

A média dos limites de repetibilidade, dos limites de repetibilidade relativos e dos
coeficientes de variacdo relativos de todos os acglcares analisados estdo apresentados na tabela

11.

Tabela 11: Limite de repetibilidade, limite de repetibilidade relativo e coeficiente de variagdo obtidos para todas as

gamas dos agucares analisados

Frutose =243 0,013 4,824 1723
=250 0.032 2159 0,732

Clusoce =733 0023 7146 2552
=3.00 0115 2243 0,501

=133 0035 o.664 2023

Galactoze 2,00-4,39 0,085 2,307 0.524
=500 0,414 5,285 1833

Sanarose =233 0017 4,073 1455
=300 0,130 2466 0581

Maltoce =133 0,034 2.730 2,065
=200 0113 2,825 1.010

Lactose =3.33 0037 3.614 1231
=400 D227 Z.634 0,362

Pela andlise da tabela 11, verifiquei que todos os acgucares analisados possuiam um
coeficiente de variagdo inferior ao definido internamente pelo laboratério (CV<10 %), o que
indicou que a repetibilidade é satisfatéria na gama de trabalho considerada e que os erros
aleatérios nao influenciaram a confianga nos resultados obtidos. Os limites de repetibilidade

obtidos para cada agucar e respetiva gama foram baixos, sendo a glucose na gama superior a 3,00
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g/100 g o que apresentou maior limite de repetibilidade, com um valor de 0,115 g/100 g. Neste
caso, significa que os resultados de glucose superiores a 3,00 g/100 g, quando obtidos em
condicdes de repetibilidade, sdo aceites se a diferenca entre resultados for igual ou inferior a
0,115 g/100 g. O limite de repetibilidade ndo foi ultrapassado para nenhuma das amostras
analisados, pelo que ao manter as condi¢cdes de analise, os resultados obtidos em medicGes
consecutivas sdo concordantes. Verifiquei também que os limites de repetibilidade relativos sdao
superiores nas gamas baixas, em comparagdo com os das gamas altas.
6.5.2. Precisdo intermédia

Para avaliar a precisdo em condi¢des de precisdo intermédia foram avaliados um total de
42 resultados de amostras, correspondendo a 6 dias de duplicados de cada matriz, preparadas
pelo mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento, em dias diferentes (estando os
resultados sujeitos a mais variagées do que em condi¢des de repetibilidade). Determinou-se o
valor médio para cada duplicado, assim como o quadrado da diferenga entre eles.

Como referido anteriormente, no caso da galactose a gama de trabalho foi dividida em
trés gamas, tendo sido a precisdo intermédia determinada para cada gama. Para a aceita¢do dos
duplicados obtidos para o estudo da precisao intermédia foi utilizado o limite de repetibilidade,
uma vez que os duplicados foram obtidos em condi¢des de repetibilidade. Os resultados, e
valores auxiliares para o seu calculo, estdo apresentados na tabela 12 para a gama baixa, na

tabela 13 para a gama intermédia e na tabela 14 para a gama alta.

Tabela 12: Estudo da precisao em condicOes de precisdo intermédia na gama baixa da galactose, para a matriz leite
UHT

11-01-2022 Leite UHT 0,65 0,65 0,00 0,00 0,65 0,00 0,00 0,00 0,1
12-01-2022 Leite UHT 0,73 0,72 0,01 0,00 0,72 0,00 0,00 0,01 0,8
13-01-2022 Leite UHT 0,85 0,83 0,02 0,00 0,84 0,01 -0,01 0,01 1,4
17-01-2022 Leite UHT 0,81 0,80 0,01 0,00 0,80 0,01 -0,01 0,01 1,3
18-01-2022 Leite UHT 1,05 1,04 0,01 0,00 1,04 0,01 -0,01 0,01 1,0
19-01-2022 Leite UHT 1,05 1,01 0,04 0,00 1,03 0,02 -0,02 0,03 2,8

59




Tabela 13:Estudo da precisdo em condi¢des de precisdo intermédia na gama intermédia da galactose para a matriz
iogurte

13-01-2022 logurte 4,68 4,76 0,08 0,01 4,72 -0,04 0,04 0,06 1,2
17-01-2022 logurte 4,85 4,83 0,02 0,00 4,84 0,01 -0,01 0,01 0,3
18-01-2022 logurte 4,94 4,83 0,11 0,01 4,89 0,06 -0,05 0,08 1,6
19-01-2022 Ingurte 4,96 4,97 0,01 0,00 4,96 -0,01 0,01 0,01 0,2
25-01-2022 logurte 4,72 4,76 0,04 0,00 4,74 .0,02 0,02 0,03 0,6
26-01-2022 logurte 4,61 4,52 0,10 0,01 4,57 0,05 -0,05 0,07 1,5

Tabela 14:Estudo da preciséo em condigdes de precisdo intermédia na gama alta da galactose para a matriz bolacha

maria

10-01-2022 | Bolachamaria | 4,97 4,95 0,02 0,00 4,96 0,01 .0,01 0,02 0,3
11-01-2022 | Bolacha maria 4,95 4,76 0,19 0,04 4,86 0,10 -0,10 0,14 2,8
12-01-2022 | Bolacha maria 5,43 5,32 0,11 0,01 5,37 0,06 -0,06 0,08 1,5
13-01-2022 | Eolacha maria 5,69 5,89 0,20 0,04 5,79 0,10 0,10 0,14 2,4
17-01-2022 | Bolacha maria 5,77 5,72 0,05 0,00 5,74 0,02 -0,02 0,03 0.6
18-01-2022 | Bolacha maria 5,71 6,04 0,32 0,10 5,87 -0,16 0,16 0,23 3,9

Os resultados para as restantes matrizes e aclcares podem ser consultados no anexo C.

Para cada acucar foi ainda determinado o desvio padrdo da precisdo intermédia (Si)
(equagdo 11), o coeficiente de variagdo médio (CVy,) (equagdo 3) e o limite de precisdo intermédia
(equagdo 12). Como exemplo é demonstrado o calculo destes parametros para a galactose. Os
resultados para todos os agucares analisados estdo apresentados na tabela 15.

, 1
Si= |55 ¢ % 036 =0,0826 g/100 g

onde 0,36 = 2?21(361 - }’jz)2
Si 00826

Coeficiente d jaca édio (CVpi) = =
oeficiente de variagdao médio (CVpi) meédia - 353

x 100 = 2,347 %

o s L . 0,0826 x 2,8
Limite de precisao intermédia = 353 X 100 = 6,55%
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Tabela 15: Valores do coeficiente de varia¢do médio e do limite de precisdo intermédia para os agucares analisados

Frutose =243 .0 2.2
=2 50 10.0 3.5

Clucose £2.99 13.0 =0
z3,00 g5 3.0

1,93 5.5 2.0

Galactose | 2.00-4,33 4.0 1.5
=500 3.0 35

Sacarose = 1.0 C
=3,00 2.0 2.0

Maltase <133 5.5 2.5
=200 3.5 35

Lactosze = = L
zd,00 4.5 15

Pela andlise da tabela 15, verifiquei que o coeficiente de variacdo médio relativo obtido
para todos os acucares analisados também foi inferior 10 %, pelo que os erros aleatdrios
observados em andlises efetuadas em condicdes de precisdo intermédia ndo afetam a confianca
nos resultados obtidos.

Verifiquei ainda que os coeficientes de variacdo da precisdo intermédia eram superiores
aos coeficientes de variagdo da repetibilidade, o que estd de acordo com o esperado uma vez que
existe maior variabilidade em condi¢cGes de precisdo intermédia do que em condi¢bes de

repetibilidade.

- 6.6. Incerteza

Para o célculo da incerteza foram consideradas todas as componentes da justeza, ou seja,
o material de referéncia certificado (FAPAS T25200 Milkshake powder) e os ensaios de
recuperacao realizados.

Para o calculo da incerteza utilizando o material de referéncia certificado, o primeiro
passo foi determinar a incerteza padrao da precisao intermédia. Como valores auxiliares para o
seu calculo foi necessario especificar a gama de trabalho, o desvio padrao da precisdo intermédia,
a média dos resultados obtidos no estudo da precisdo intermédia, a populagdo e o coeficiente de
variacdo relativo da precisdo intermédia. Exemplo do cdlculo da incerteza padrdo da precisdo

intermédia para o agucar frutose, utilizando a equacgao 3:

~ 01131 9/100 g

% CV,; = =
%o LVpi 2,8800 g/100 g

x 100

s
P X 100 = 3,928 %
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O passo seguinte foi determinar a componente da incerteza padrao para o viés. Para isso
foram utlizados os dados da precisdao em condi¢des de repetibilidade. Os primeiros dados a reunir
foram o nimero de resultados obtidos (neste caso foram utilizados 7 replicados do MRC), o valor
médio dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade (X) e o valor presente no certificado do
MRC (xref). Outro dado a retirar do certificado do MRC foi a incerteza associada ao resultado
(u(Cref)). Com estes dados foi calculado o viés relativo utilizando a equacdo 30, sendo

apresentado o exemplo de calculo para a frutose:

T = Xy 2,70 — 2,85
b(%) = ——L x 100 = 22—~ x 100 = —5,39 %
xref 2,85

De seguida foi determinado o desvio padrado de todos os resultados obtidos na analise do
MRC, através da equacdo 2, tendo sido obtido um valor de 0,0610 para a frutose. Para obter o
desvio padrdo relativo dividiu-se o desvio padrao pelo valor médio obtido e multiplicou-se por
100, sendo 2,262 o valor para a frutose. Para obter a incerteza relativa do valor do certificado:

U(Crer) 0,040
u(CRef)relativo = Tef X 100 = 285

Apds a determinacdo destas componentes, foi necessario combina-las para obter a

X100 = 1,404 %

incerteza relativa do viés:

Oypiés,relativo

u(ViéS)relativo = (viésrelativo)z + (T)Z + u(CRef)Zrelativo
que no exemplo da frutose:
» 2,262
u(Viés)rerativo = |[(—5,3856)2 + ( Nei )? +1,404% = 5,631

Apds obter este valor, para determinar a incerteza relativa foi combinada a incerteza

relativa da precisdao intermédia e do viés:

Urelativo = \/(CVPLC)Z + u(bias)zrelativo

que no exemplo da frutose é:

Urerativo = v/ 3,938% + 5,6312 = 6,865

Por ultimo, para obter a incerteza expandida, considerando um fator de expansao, k, de

Uretativo = K X Urerativo = 2 X 6,865 = 13,73
No caso da realizagdo de ensaios de recuperagdo, a primeira parte de determinag¢do da
incerteza dos ensaios de precisdo intermédia foi igual. Nesta situacdo foram utilizadas as 6

matrizes alimentares, precisando do valor tedrico esperado da fortificagdo e do valor médio
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obtido experimentalmente. O passo seguinte foi determinar a componente da incerteza relativa a
solucdo de fortificacdo, utilizando a metodologia passo-a-passo.

Seguindo os passos da metodologia passo-a-passo, a grandeza que se pretendeu medir foi
a concentracdo da solucdo de fortificacdo e a massa de amostra, a pureza do reagente, e o
volume final da solucdo de fortificagdo contribuiram para o célculo da incerteza combinada. A
incerteza da pureza estd indicada no certificado do reagente, que teve de ser transformada numa
incerteza padrao ao dividir a incerteza do certificado por/J§ (assumindo uma distribuicdo
retangular). Para obter a incerteza da massa foi necessario combinar a o erro maximo admissivel
da balanga na zona da tara e na zona de trabalho, considerando que ambas seguem uma
distribuicdo retangular ao transforma-las em incertezas padrdo. Foi ainda necessario calcular a
incerteza associada ao volume final da solucdo de fortificacdo, correspondendo essa a tolerancia
do baldo volumétrico de 100 mL utilizado, que se assume seguir uma distribuicdo triangular e
desprezando as contribuicbes da temperatura e do acerto do menisco. Apds obter as
contribuicdes individuais, estas foram combinadas utilizando a equacdo 26. Para obter a incerteza
expandida, a incerteza combinada foi multiplicada por um fator k de valor 2. No caso da frutose, a
incerteza expandida foi 0,58. A incerteza relativa da solucdo de contaminacdo foi obtida pelo
guociente entre a incerteza da solucdo de contaminacdo e a concentracdo dessa solucdo. Outra
fonte de incerteza a considerar foi a da micropipeta utilizada para a fortificacao, cuja incerteza se
encontra no certificado de calibragao. Com este valor foi calculada a incerteza relativa do volume.
Apds determinacdo das fontes individuais que contribuiram para a incerteza, estas foram
combinadas. Apds determinar a incerteza relativa para cada matriz, elas tiveram de ser
combinadas. Para determinar o viés relativo (para cada matriz) utilizou-se a equacao 30.

O viés relativo de cada matriz foi combinado para obter a raiz quadrada média (RMS) de
todos os viés obtidos. A etapa seguinte foi combinar a incerteza RMS com a incerteza da
recuperacao. Depois foi necessario combinar a incerteza relativa dos ensaios de recuperacao da
repetibilidade com os da precisdo intermédia. A este valor foi aplicado o fator de expansdo 2,
obtendo-se a incerteza expandida, que no caso da frutose foi 24,130.

Na tabela 16 é apresentada a incerteza relativa associada a concentragdo de cada agucar

analisado.
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Tabela 16: Incerteza relativa associada a concentragdo de cada agticar analisado, expressa em g/100 g de amostra

% 2,49 7.0
Frutose
=250 7.0
<200 120
Glucose
=300 7.0
< 1,99 11,0
Galactose | 2,00-4,85 B0
=500 10,0
=299 8.0
Sacarose
=3,00 5.0
=
Maltose =199 110
=2 00 0.0
<300 7.0
Lactose
=4 00 5.0

Uma vez que a incerteza dos resultados dentro de cada gama de trabalho foi inferior a 20
% os resultados podem ser aceites. Verifiquei ainda que a incerteza obtida para os diversos

acuUcares se encontrava compreendida entre 5,0 % e 12,0 %.

= 6.7. Ensaios de recuperacao
Exemplo de cdlculo da percentagem de recuperagdo da galactose nos ensaios realizados

em condig¢des de repetibilidade da bolacha maria:

c 49,60 (g/L) X 5,00 x 1073 (L)
adigao = 100 x 10-3 (L)
2,48(g/L) x 100,0 x 1073 (L)
5,148 (9)

=248 g/L

Resultado tedrico (g/100 g) = x 100 = 4,86 g/100 g

Considerando que o resultado obtido foi de 4,93 g/100 g e o resultado do branco foi 0,00
g/100 g:
4,93 — 0,00

% Recuperagio = YT X 100 = 103 %
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Tabela 17: Resultados obtidos nos ensaios de recuperacéo em condicdes de repetibilidade

) Aclicares (% Recuperacao média)
Grupo Matriz
Frutose | Glucose |Galactose| Sacarose| Maltose | Lactose
. ) Chocolate preto 100 100 97 101 g1 g5
Acucar, produtos acucarados e derivados
Gelatina 102 104 107 103 9B 95
Alimentos confecionados e pré- )
) Molho béchamel 98 101 103 102 829 85
confecionados
Cereais, leguminosas, pseudocereais e B
) Balacha Maria 100 103 103 100 91 94
derivados

. : I rti 102 102 107 100 a7 a7

Leite, produtos lacteos e derivados SRR
Leite 98 102 110 o949 92 108

Pela analise da tabela 17, verifiquei que foram obtidas percentagens de recuperacao
entre 94 % e 107 %, o que se encontra dentro do intervalo definido pelo laboratério (80 % a 120

%).

= 6.8. Seletividade e especificidade

Para avaliar a seletividade e a especificidade foram realizados ensaios de recuperacao, de
forma a provar que a fortificacdo da amostra conduzia ao aumento proporcional da adicdo de
analito. Para este ensaio de recuperacao foram analisadas em duplicado 20,0000 g de iogurte e
determinada a concentragdo de cada acgucar. A amostra foi também fortificada com 10 mL da
solugdo de fortificacdo de 50,02 + 0,59 g/L. Apds a analise no HPLC a concentracdo de cada agucar
foi determinada, assim como a recuperac¢do dos aclcares em cada ensaio.

Foram também analisados os cromatogramas do branco do processo (figura 8), do padrao
(figura 9), de uma amostra sem fortificacdo (figura 10) e de uma amostra fortificada (figura 11).
Sdo também avaliados os tempos de retencdo, a assimetria, a resolucdo e percentagem de

recuperagao da amostra fortificada.

P E I branco processa

RIDY_Rl_Signas
AL

20,000

375 000

160:000

e 50 [ To [ 9o [ef) 110 [Fl) 130 140 8o 80 e

Figura 8: Cromatograma do branco do processo
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Figura 9: Cromatograma do padrdo de 18,00 g/L
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Figura 10: Cromatograma de uma amostra de iogurte sem fortificagcao
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Figura 11: Cromatograma de uma amostra de iogurte fortificada com 10 mL da solucéo de fortificacio de 50,00 g/L
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Figura 12: Sobreposi¢ao dos quatro cromatogramas

Tabela 18: Resumo dos tempos de retencdo, assimetria, resolucdo e da percentagem de recuperagdo da amostra

fortificada
Frutose - - - -
Glucose
Branco do Lactose
processo Maltose
Sacarose
Galactose - - - -
Frutose 7,05 261 125 =
Glucose 7,854 1,16 = =
Padrio Lactose 8,49 455 = =
Maltose 10,74 3,88 0,97 =
Sacarose 12,68 3,07 0,54 =
Galactose 14,52 = 1,02 =
Frutose 71,06 2,54 1,12
Glucose 7,91 1,06 -
Amostra sem Lactose 248 4,13
fortificacdo Maltose 10,69 - 1,37
Sacarose -
Galactose
Frutose 7,05 2,56 1,1B 104
Glucose 71592 111 = 105
Amastra com Lactose 8,49 4,30 = 112
fortificacdo Maltose 10,71 3,79 1,18 104
Sacarose 12,59 3,08 1,08 99
Galactose 12,43 - 1,17 100

Pela analise dos cromatogramas das figuras 8 a 12 e da tabela 18, foi possivel verificar
gue nenhum acucar foi detetado no branco do processo. Ao comparar os tempos de retenc¢do do
padrdo de 18,00 g/L e da amostra, sem e com fortificacdo, verifiquei que os picos dos aclcares

saiam aproximadamente com o mesmo tempo de retencdo. Relativamente ao ensaio de
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recuperacao, verifiquei que foram obtidas percentagens de recuperacao entre 99 % e 112 %, pelo
gue se demonstrou que o método é seletivo.

Apds analise da figura 12, através da sobreposicdo dos cromatogramas, verifiquei que ha
uma correta identificagdo dos compostos em estudo e que ndo estdo presentes na amostra
compostos interferentes com os analitos. Foi também verificado que o método é especifico e
seletivo, uma vez os valores medidos provém apenas dos analitos de interesse.

Pela analise da tabela 18, verifiquei que os tempos de retencdo dos compostos analisados
correspondiam aos definidos no capitulo 6.1. e que ndo eram alterados pela fortificacdo da
amostra. Para uma separagdo completa das bandas a resolucao deveria ser superior a 1,5. Isto
ndo se verificou no caso da glucose, uma vez que ndo ha separacao total da banda da glucose e da
galactose. No entanto, a resolucdo da glucose foi sempre superior a 1, o que indicou que as
bandas estavam razoavelmente separadas, com apenas 2 % de sobreposicdo das areas. A
assimetria estd relacionada com a eficiéncia cromatografica, devendo ser inferior a 2. Com o
aumento da assimetria da banda aumenta a dificuldade de integracdo por ser dificil determinar o
inicio ou fim da banda [43].

Relativamente aos ensaios de recuperagdo, verificou-se que as percentagens de
recuperacao (do iogurte) se encontravam entre 99 % e 105 %, estando dentro do intervalo
definido internamente pelo laboratério (80 % a 120 %), pelo que ndo se encontraram
interferentes na amostra que aumentassem ou diminuissem o sinal obtido.
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Figura 13: Cromatograma de uma amostra de gelatina sem fortifica¢do
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Figura 16: Cromatograma de uma amostra de chocolate fortificada com a solucéo de fortificacao de 50 g/L

Pela andlise das figuras 13 a 16, referentes a amostras de gelatina e de chocolate preto,

verifiquei que existia interferéncia do maltitol na detecdo de maltose. No entanto, como a

integracdo é por altura e ndo por area foi possivel quantificar a maltose.
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Figura 18: Cromatograma de uma amostra de chocolate fortificada com a solucéo de fortificacéo de 50 g/L

Na figura 17 e na figura 18 foi possivel verificar que existia uma banda no tempo de
retencdo da galactose que ndo correspondia a este agucar. No caso do molho béchamel, devido a
guantidade elevada de sal que possuia, este atuou como interferente na detecdo da galactose,
nado sendo possivel na maioria dos ensaios realizados a quantificacdo deste aclcar, uma vez que
havia sobreposicdo dos picos. Para ultrapassar este problema, poderia ser utilizado nitrato de

prata, que iria precipitar com o ido CI".

. 6.9. Justeza

A justeza foi demonstrada com base nos resultados obtidos da analise do material de
referéncia e nos resultados dos ensaios de recuperagdo. O material de referéncia certificado
possui rastreabilidade ao seu certificado, onde é possivel consultar a informagdo necessaria para
verificar a justeza do método (este certificado pode ser consultado no anexo E), onde podem ser
consultados os valores de referéncia e os desvios padrao.

Apds andlise do material de referéncia certificado foi calculado o valor-de-z pela equagdo

31 e os resultados da justeza para todos os agucares analisados estdo apresentados na tabela 19.
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sacarose, maltose e lactose

Tabela 19: Resultados obtidos para as amostras analisadas para determinacéo da justeza da frutose, glucose, galactose,

Frutose
Matriz Valor médio da repetibilidade Valor de referéncia | Unidades | Desvio padrdo z-score | Avaliagdo
FAPAS T25200 Milkshake powder 2,70 2,85 g/100g 0,195 -0,78 Aceitavel
Glucose
Matriz Valor médio da repetibilidade Walor de referéncia | Unidades | Desvio padrdc | z-score | Avaliacdo
FAPAS T25200 Milkshake powder 3,13 3,17 g/100 g 0,213 -0,21 Aceitavel
Galactose
Matriz WValor médio da repetibilidade Walor de referéncia | Unidades | Desvio padrdc | z-score | Awaliacdo
FAPAS T25200 Milkshake powder 2,93 2,66 g/100g 0,183 1,49 Aceitavel
Sacarose
Matriz WValor médio da repetibilidade Walor de referéncia | Unidades | Desvic padrio | z-score | Awvaliacdo
FAPAS T25200 Milkshake powder 3,29 3,41 g/100 g 0,227 -0,52 Aceitavel
Maltose
Matriz Valor médio da repetibilidade Valor de referéncia | Unidades | Desvio padrdo z-score | Awvaliagdo
FAPAS T25200 Milkshake powder 3,35 3,41 gf/io0g 0,227 -0,25 Aceitavel
Lactose
Matriz Valor médio da repetibilidade Valor de referéncia | Unidades | Desvio padrdo z-score | Avaliagdo
FAPAS T25200 Milkshake powder 18,39 19,1 g/100¢g 0,873 -0,81 Aceitdvel

Pela andlise dos resultados apresentados na tabela 19, verifiquei que o valor-de-z foi
superior a -2 e inferior a 2, indicando que a justeza dos acucares analisados foi aceitdvel, ndo
havendo evidéncia de erros sistematicos significativos.

Para além do valor-de-z foi também calculado o desvio, ou seja, o viés entre o valor médio
obtido para cada agucar e o seu valor de referéncia, sendo os resultados apresentados na tabela
20.

Tabela 20: Resultados obtidos para o viés médio para os agUcares analisados.

Valor médio| Valor referéncia| Viés | Viés relativo (%)
Frutose 2,71 2,85 0,14 4,98
Glucose 3,12 3,17 0,05 1,70
Galactose 2,90 2,66 0,24 9,10
Sacarose 3,33 3,41 0,08 2,20
Maltose 3,36 341 0,05 147
Lactose 18,51 19,10 0,59 311

O valor do viés relativo, calculado pela equagao 30, foi inferior a 10 % (valor definido pelo
laboratério) para todos os aglcares analisados, sendo que a maltose possui 0 menor viés relativo
(1,47 %) e a galactose o maior (9,10 %). Uma vez que o critério do laboratério foi cumprido,
considerei o método justo, o que reforga os resultado do z-score. Desta forma, considerei que ndo
ha evidéncias da existéncia de erros sistematicos nos resultados obtidos.

Como apenas foi analisado um material de referéncia certificado para a validagdo do

método, a justeza foi também avaliada através da realizacdo de ensaios de recuperagdo
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(resultados apresentados na tabela 17), nos quais foram obtidas percentagens de recuperacgdo
médias entre 92 % e 107 %. Como a recuperacdo média dos ensaios se encontrou entre 80 % e

120 % considerou-se que o método era justo.

. 6.10. Limiares analiticos
6.10.1. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo foi definido como 0,20 g/100g. Para demonstrar
experimentalmente o limite de quantificagdo foram realizados ensaios de recuperacdo, de forma
a demonstrar que o método de andlise permite quantificar esse valor de concentracgao.

Para os ensaios de recuperagdo foram utilizadas 10,0000 g de gelatina e analisadas em
duplicado, tendo sido determinada a concentracdo de cada acucar utilizando as retas de
calibragdo correspondentes. A matriz selecionada para a realizacdo destes ensaios foi a gelatina
por esta ndo ter aglcares presentes na sua constituicdo, pelo que o valor obtido advém
exclusivamente da fortificagdo. O passo seguinte for fortificar a gelatina com 0,400 mL da solucdo
de fortificacdo de 49,68 + 0,58 g/L e analisar a amostra em replicado. Os dados para a frutose
estdo apresentados na tabela 21 e dos restantes aclcares no anexo A4. Apds reunir estes dados,
foi determinada a média, o desvio padrdo e a percentagem de recuperacdo média (calculada pela

equacdo 3). Os valores obtidos para os aclcares analisados encontram-se na tabela 22.

Tabela 21: Concentracdo obtida e esperada de frutose na gelatina

Conc. Sol. M3e (giL)| 50 Massa (g) 10,0031 | 10,0481 | 10,0155 | 10,0063 | 10,0235 | 10,0185

10,0525

Gelatina | 27-05-2022 0 Wol. Sol. M&e (mL) 0,4 Resultado (/100 g} 0,21 0,22 0,21 0,21 0,21 022

0,21

Conc. Adicdo (/L) 0,2 Resultado tedrice (/100 g) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

0,20

% Recuperacio 105 109 107 107 106 111

108

% Recuperacio média 107
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Tabela 22: Resultados obtidos para a recuperacdo média dos aglcares analisados

0,21 0,00

Frutose 07
0,20 0,00
0,22 0,01

Glucose il
0,20 0,00
0,22 0,01

Galactose il
0,20 0,00

T

0,21 0,01

Sacarose 104
0,20 0,00
0,20 0,00

Maltose 02
0,20 0,00
0,20 0,01

Lactose 38
0,20 0,00

A recuperagdo média de cada agucar, como verificado na tabela 22, estd dentro do
intervalo 80 % a 120%, definindo internamente pelo laboratério, pelo que se concluiu que era
possivel quantificar os aglcares na concentragdao analisada. Uma vez que foi demonstrado
laboratorialmente que é possivel quantificar os agucares pretendidos com a concentragao de 0,20
g/100 g, este sera o limite de quantificagdo do método.

A equacdo 37 pode ser utilizada para verificar se o limite de quantificacdo se mantém
estavel ao longo do tempo, devendo ser calculado sempre que se traca uma nova curva de
calibracdo. Para o caso da curva de calibracdo do dia 12/01/2022 (apresentada na figura 11) o

declive é 2307,00 e o Sy« € 59,18 nRIU obteve-se um LOQ de:

59,18 x10

230700 ~ 2204/l

6.10.2. Limite de detecéo
O limite de detecdo corresponde a 1/3 do limite de quantificagdo, ou seja, 0,067. Para
demonstrar este valor foi preparado um padrio de 0,067 g/100 g e foram obtidas 10 leituras no
HPLC. Como demonstrado pela figura 19, o método utilizado consegue distinguir os agucares do

branco, ou seja, estes podem ser detetados.
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Figura 19:Cromatograma da gelatina fortificada com 0,40 mL da solucao de fortificacdo de 50,00 g/L
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Figura 20: Cromatograma da gelatina com selecdo de janelas de ruido
Tabela 23: Dados relativos ao cromatograma das figuras 23 e 24
[N 20 1) ) L S - R - S ./ 80 9.0 10.0 110
A B C D E F G H J K L
1 Peak Peak Name Amount Rel.Area Area Height s
2 No. a/l nRIU
4 1 Fructose 16.73 99 8772 577 45
5 2 Glucose 7.397 0.0331 17.03 90.8387 407.35 BM * 0.217 n.a. 1.02 6451
6 Larg 2.092¢ 1296 __g9.11a8 19154 2 Q342 i) 196 29
T 4 — 8.714 n.a. 0.41 2.2017 561 BMB® 0.160 1.97 3.51 16450
8 H oucrose ol [REDY ERK] TULUT/4 44542 BMB™ T2 1.Ub 339 115
9 6 Maltose 11.328 0.0265 14.92 79.5714 24489 BMB* 0.312 1.02 266 7307
il - SENTE ALK = 3
11 .a. 3 17.90  BMB*
12
13
14
15
16
€ 3% Summans & Peak Razulte & Quetam Quitahbilibe Tast A Calibratinn A Aodit Trail 7

Pela anélise da tabela 23 verifiquei que o sinal do ruido foi sempre inferior a 1/3 da altura

dos picos dos agucares, pelo que é possivel aceitar 0,0067 g/100 g como limite de detecdo do

método.
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. 6.11. Gama de trabalho

A gama de trabalho para o método analisado é apresentada para cada aclcar na tabela
24. A sua definicdo é importante uma vez que apenas podem ser quantificadas concentracdes de
acucar dentro deste intervalo. O limite inferior da gama correspondeu ao limite de quantificacdo
e o limite superior correspondeu a maior concentracdo obtida durante a validagdo do método,

ajustada para o multiplo de 5 mais préximo.

Tabela 24: Gama de trabalho dos acucares analisados

Frutose 0,20 15,0
Glucose 0,20 15,0
Lactose 0,20 15,0
Maltose 0,20 25,0
Sacarose 0,20 15,0
Galactose 0,20 25,0
= 6.12. Adequabilidade do sistema

Para o estudo da adequabilidade do sistema foram realizadas 5 inje¢bes do padrdo de
18,00 g/L (ultimo padrdo da curva de calibracdo), sendo os resultados obtidos apresentados na
tabela 25. Foram também determinados o nimero de pratos tedricos e o fator de capacidade (k’)

das inje¢des do padrdo de 18,00 g/L, cujos resultados sdo apresentados na tabela 26.

Tabela 25: Tempo de retengdo (expresso em minutos), assimetria e precisao (expressa em percentagem) obtidos de cinco
injecOes do padrdo de 18,00 g/L

InjecBo 1 B84 75 823 10,25 12,07 12,858 1,27 = = oa7 082 0493 245 1,22 4.5 354 339
Iinjeglic 2 6.28 7.69 933 .28 LzoT Li1.B% 1.29 . : 0ar o.ag .95 247 Lip 454 395 330
injecBo 3 6,58 768 822 10,28 1207 15,85 1,33 - - 095 088 045 247 ] 4,55 354 338
Injegio 4 E.ZB 758 822 10,28 1206 13,84 131 = z 039z 0.89 037 247 ] 454 393 317
InjecBo 5 6,88 768 822 10,27 12,00 15,80 1,32 - - 095 087 08s 1,47 1.0 4,54 3,95 330
Média E27 7,72 843 10,27 1205 13,44 1,30 = - 096 ak:5-) 094 2147 120 454 334 319
Desvio padilc 002 0,08 0,45 o0 003 0,54 002 = = 001 0.0a 003 004 o] .00 £.01 001
oV %) 025 1,04 533 0,21 o234 4,00 1,85 - - 133 0.9% 323 04l o.74 [eSv] 021 Sl

Tabela 26: Nimero de pratos tedricos e fator de capacidade (k’) obtidos em cinco inje¢oes do padrdo de 18,00 g/L

Injecio 1 9254 6975 3821 | 12060 | 8173 | 10101 1,29 1,56 1,74 2,43 3,02 3,62
Injecdo 2 9261 5984 3833 | 12064 | 8204 | 10044 1,29 1,56 1,74 2,43 3,02 3,62
Injeio 3 9240 6963 3804 | 12064 | 8147 | 10030 1,29 1,56 1,74 2,43 3,02 3,62
Injecio 4 9256 5997 3825 | 11999 | 8132 9972 1,29 1,56 1,74 2,43 3,02 3,61
Injecdo 5 9237 6964 3813 | 12088 | 8154 | 10162 1,29 1,56 1,74 2,42 3,02 3,61

Média 9249,60 | 6976,60 | 3819,20 | 12055,00 | 8170,00 | 10061,80| 1,29 1,56 1,74 2,43 3,02 3,62
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Através da avaliacdo dos parametro de qualidade cromatografica apresentados nas
tabelas 25 e 26 verificou-se que o tempo de retencdo entre injecdes nao variava em mais de 0,30
minutos e que estavam de acordo com os tempos de retengao especificados para cada agucar. A
assimetria das bandas cromatograficas era inferior a 2 na frutose, sacarose, maltose e lactose. No
caso da glucose e da galactose ndo foi possivel determinar a assimetria uma vez que ndo ha
separacdo total das duas bandas, indicando pouca deformacgdo relativamente a forma gaussiana
da banda cromatografica. A assimetria da banda cromatografica dificulta a sua integragao, no
entanto, este fator ndo influencia a determinagdo destes aglcares uma vez que é utilizada a sua
altura e ndo a sua area. O numero de pratos tedricos era superior a 2000 para todos os acgucares e
aproximadamente constante para a banda de cada acucar, indicando que as bandas do
cromatograma sao estreitas e a coluna eficiente. Verificamos ainda que o coeficiente de variacdo
da precisdo era inferior a 2 % em todos os acglcares analisados, indicando que ndo existia
dispersdo dos resultados obtidos. O fator de capacidade (k') deveria ser superior a 2 para existir
separacdo total entre as bandas. Isto ndo se verificou na frutose, glucose e galactose, estando
estes agUcares mais sensiveis a variacdes na composicdes da fase movel.

Assim, foi concluido que foram cumpridos os critérios definidos pela empresa e que o

sistema analitico utilizado é capaz de reportar picos cromatograficos adequados.

. 6.13. Validagao segundo o AS-SOP.025

Para validacdo dos critérios definidos no AS-SOP.25 foram analisados triplicados de uma
matriz por cada familia, podendo ser utilizados materiais de referéncia -certificados
(preferencialmente) ou ensaios de recuperacdo quando ndo estdo disponiveis MRC.
Essencialmente, este critério é mais uma forma de comprovar a precisdo e exatiddo dos
resultados. E exigido internamente pelo grupo Mérieux NutriSciences a utilizagdo do HorRat para

demonstrar que a dispersdo dos resultados obtidos para os triplicados é aceitavel.

Tabela 27: Resultados obtidos dos triplicados obtidos em dois dias distintos e determinagéo dos parametros necessarios

para validagado dos critérios definidos no AS-SOP.25

10-01-2022 Cereais, leguminosas, pseudo- | | 4,99 494 510 | 1gpg |30 0,09 17 5,01E-02 3,14 2,09 082 481
11-01-2022 cereais e derivados 478 488 5,12 ! 493 0,17 3,5 493E-02 3,15 2,10 1,69 9,92
25-01-2022 [Alimentos confecionados e pré- Molha 0,38 0,36 036 | g | 036 0,01 3.3 3,63E-03 4,66 3,11 1,07 9,26
27-05-2022 confecionados Béchamel 0,38 0,37 0,37 0,37 0,006 15 3,73E-03 464 3,09 0,50 433
08-03-2022| Aclcar, produtos acucarados e Chocolate 6,24 6,70 6,28 g/100g 6,41 0,25 3,98 6,41E-02 3,02 2,02 197 11,14
10-03-2022 derivados preto 7,00 6,50 6,25 6,58 0,38 5,80 6,58E-02 3,01 2,01 2,89 16,24
11-01-2022 Leite, produtos lacteos e _ 0,62 0,61 0,58 0,60 0,02 3.2 6,02E-03 4,32 2,88 111 895
B Leite UHT g/100g
12-01-2022 derivados 0,61 0,60 0,60 0,60 0,00 0.7 6,04E-03 4,32 2,88 0,26 2,08
13-01-2022 Leite, produtos lacteos e logurte 3.00 3.03 2,96 g/100g 2,99 0,04 1.2 2,99e-02 3.39 2,26 0,52 3,28
18-01-2022 derivados 2,39 2,37 2,29 i 2,35 0.05 2.2 2,35E-02 3,52 2,35 0,54 6,17
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Uma vez que a recuperacao média dos triplicados se encontra dentro do intervalo 80 % a

120 % e o RSD é sempre inferior a 10 %, conclui-se que o método cumpriu os critérios definidos.

7. Concluséo

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel validar internamente o método para
quantificacdo de aglcares componentes (incluindo a galactose) por HPLC nos grupos alimentares
estudados. Para que esta validacdo fosse possivel, foram realizados varios ensaios laboratoriais, a
partir dos quais foi possivel determinar os parametros de desempenho do método, como a
linearidade, limiares analiticos, precisdo em condicGes de repetibilidade e de precisdo intermédia,
justeza e incerteza do método.

Foi demonstrado que o método analitico apresenta uma correlacdo linear entre a
concentracdo do analito presente na amostra e a resposta obtida pelo equipamento de HPLC,
através do valor de coeficiente de correlacdo possuir um valor superior a 0,995 mas também
evidenciado pelos testes estatisticos realizados.

Apods a realizacdo do ensaio de recuperacao utilizando a amostra de gelatina como matriz,
foi possivel demonstrar que o método consegue quantificar todos os aclcares pretendidos a
partir de 0,20 g/100, sendo este valor definido como limite de quantificacdo. O limite de detecdo
foi estabelecido como 0,067 g/100 g apds analise do padrdo com essa concentracdo, no qual era
possivel detetar a presenga dos diversos agucares.

Apds ajuste das gamas de trabalho para o estudo da precisdo, verificou-se que os valores
do coeficiente de correlagdo estavam abaixo do limite maximo definido (10 %), pelo que se
conclui que ndo ha evidéncias de existirem erros aleatdrios a afetar a confianca dos resultados
obtidos. Pelo estudo da justeza, constatei que também ndo existiam evidéncias de erros
sistematicos no conjunto de resultados. Os dados obtidos permitiram também concluir que o
método é seletivo e especifico para os aglUcares analisados. Pela determinagdo da incerteza
conclui-se que o método é capaz de fornecer resultados com confianga.

Foi ainda concluido que foram cumpridos todos os requisitos internos para a validagao do
método, tendo sido validado o AS-SOP.25. Foi também confirmado que a coluna utilizada é eficaz
na separacdo da glucose e da galactose.

Assim, conclui que foi demonstrado com este relatdrio de validagdo do método que o
mesmo é adequado para a quantificagdo dos aglcares componentes nas matrizes pretendidas e
que os resultados obtidos sdo confidveis e reprodutiveis, podendo ser implementado no

laboratorio.
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Anexos

A. Curvade calibragao

Tabela Al: Valores obtidos da altura das bandas obtidas no cromatograma de 12-01-2022 de cada

padrdo de calibragdo da frutose para construcdo da reta de calibragdo

Altura (nRIU)

160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

Concentragio
Altura (nRIU)

(a/L)

0,09 791,776
0,23 2020,01
0,90 J733,00
2,34 20010,76
6,84 58104,36
11,34 95354,44
18,00 149639,64

0 .r.'

Curva de calibracao da frutose

y=8.326,437x + 394,482 ..
R?=1,000 .-

10

Concentragdo (g/L)

Figura Al: Representacao grafica da reta de calibragdo da frutose, cujo ensaio foi realizado no dia

12-01-2022

Tabela A2: Valores obtidos da altura das bandas obtidas no cromatograma de 12-01-2022 de cada

padrdo de calibracdo da glucose para construcdo da reta de calibracdo

Concentragdo

Altura [nRIU)
(g/L)
0,09 531,8244811
0,23 1276,73
0,90 5198,14
2,34 13463,63
6,84 39206,11
11,34 064770,58
18,00 102521,54
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Curva de calibracdo da glucose

120000
100000
80000

60000

Altura (nRIU)

20000 | e :

0 ‘..'
0 5

Concentracdo (g/L)

y =5.697,766x + 77,046

40000 o

10

15 20

Figura A2: Representacao grafica da reta de calibracdo da glucose, cujo ensaio foi realizado no dia

12-01-2022

Tabela A3: Valores obtidos da altura das bandas obtidas no cromatograma de 12-01-2022 de cada

padrdo de calibracdo da maltose para construcao da reta de calibracdo

Concentragao
Altura (nRIU)

(g/L)

0,09 338,375
0,23 1443,03
0,90 2502,78
2,34 14443,09
6,84 42140,89
11,34 69690,72
18,00 110098,02

Curva de calibragao da maltose

70000,00
60000,00
50000,00
40000,00
30000,00

Altura (nRIU)

20000,00

10000,00 .

Concentracdo (g/L)

y =3.448,982x + 47,279 @
R2=1,000 .-
10 15 20

Figura A3: Representacdo grafica da reta de calibracdo da maltose, cujo ensaio foi realizado no dia

12-01-2022
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Tabela A4: Valores obtidos da altura das bandas obtidas no cromatograma de 12-01-2022 de cada

padrao de calibracdo da sacarose para construcao da reta de calibracao

Concentragdo
Altura [nRIU)

(s/L)

0,09 338,26
0,23 783,80
0,90 3100,70
2,34 8126,27
6,84 23730,12
11,34 39318,97
18,00 61995,40

Curva de calibracao da sacarose

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIU)

20000

0 &

40000 9

y=6122,488x + 78,460  .@
RZ=1,000 .

10

Concentragdo (g/L)

15 20

Figura A4: Representacao grafica da reta de calibragdo da sacarose, cujo ensaio foi realizado no

dia 12-01-2022

Tabela A5: Valores obtidos da altura das bandas obtidas no cromatograma de 12-01-2022 de cada

padrdo de calibracdo da lactose para construcdo da reta de calibracdo

Concentragio
Altura (nRIU)

(g/L)

0,09 282,16
0,23 673,57
0,90 2183,23
2,34 6595,57
6,84 1961259
11,34 32953,78
18,00 5240028
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Curva de calibracdo da lactose

60000,00

y = 2.918,277x - 181,503
50000,00 R?=1,000
40000,00

30000,00

Altura (nRIU)

20000,00 o

10000,00 o
X

0,00 ®®
0 5 10 15 20

Concentracdo (g/L)

Figura A5: Representacado grafica da reta de calibracdo da lactose, cujo ensaio foi realizado no dia

12-01-2022
B. Linearidade

Tabela B1: Representacdo grafica de 5 curvas de calibracdo em dias distintos para avaliacdo da

linearidade para o acgucar frutose

Data Representacao grafica da reta

160000
140000
120000
100000

80000

11-01-2022 60000

Altura (nRIV)

40000
20000 o

0 &
0 5 10 15 20
Concentracdo (g/L)

Declive: 8066,20 r=0,99995

85



13-01-2022

160000

140000

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIV)

40000
20000

0 &
0

10 15
Concentracdo (g/L)

20

Declive:8261,13

r=0,99993

17-01-2022

160000

140000

120000

100000

80000

Altura (nRIV)

60000
40000
20000

O 2
0

10 15
Concentracdo (g/L)

20

Declive: 5537,54

r=10,99998

86



26-01-2022

160000

140000

120000

100000

80000

Altura (nRIV)

60000
40000
20000

0 &
0

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 7994,83

r=0, 99965

01-02-2022

160000

140000

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIV)

40000
20000

0 &
0

10 15
Concentracdo (g/L)

20

Declive: 7995,05

r=0,99957

87



Tabela B2: Representacdo grafica de 5 curvas de calibracdo em dias distintos para avaliacdo da

linearidade para o agucar glucose

Data Representacao grafica da reta

120000
100000
80000

60000 t
11-01-2022

Altura (nRIV)

40000

20000

0 5 10 15 20
Concentracdo (g/L)

Declive: 5320,66 r=1,00000

120000
100000 L
80000

60000
13-01-2022

Altura (nRIU)
[ ]

40000 e
20000
0 &

0 5 10 15 20
Concentragdo (g/L)

Declive:5645,32 r=1,00000

88



17-01-2022

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIV)

40000

20000

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 5444,19

r=10,99990

26-01-2022

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIU)

40000

20000

0 @&
0

10 15 20
Concentragdo (g/L)

Declive: 5696,05

r=0,99980

01-02-2022

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIU)

40000

20000

0 @&
0

10 15 20
Concentragdo (g/L)

Declive: 5735,55

r=0,99923

89



Tabela B3: Representacdo grafica de 5 curvas de calibracdo em dias distintos para avaliacdo

linearidade para o acgucar sacarose

da

Data

Representacao grafica da reta

11-01-2022

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIU)

40000

20000

0 &
0 5

10 15
Concentracdo (g/L)

20

Declive: 5767,63

r=0,99999

13-01-2022

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIV)

40000

20000

0 &
0 5

10 15
Concentracdo (g/L)

20

Declive: 6151,69

r=1,00000

90



17-01-2022

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIV)

40000

20000

0 &
0

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 5998,51

r=10,99996

26-01-2022

120000

100000

80000

60000

Altura (nRIU)

40000

20000

0 &
0

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 6140,04

r=10,99968

91



120000

100000

80000

60000

Altura (nRIV)

01-02-2022
40000 ®

20000
0 @&

0 5 10 15 20
Concentragdo (g/L)

Declive: 6201,30 r=0,99953

Tabela B4: Representacdo grafica de 5 curvas de calibracdo em dias distintos para avaliacdo da

linearidade para o aglcar maltose

Data Representacao grafica da reta

60000

50000

40000

30000
11-01-2022

Altura (nRIU)

20000 o
10000
0 &

0 5 10 15 20
Concentragdo (g/L)

Declive: 3132,05 r=0,99997

92



13-01-2022

70000

60000

50000

40000

30000

Altura (nRIU)

20000

10000

o

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 3441,06

r=0,9998

17-01-2022

70000

60000

50000

40000

30000

Altura (nRIV)

20000

10000

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 3360,69

r=10,99995

93



26-01-2022

70000

60000

50000

40000

30000

Altura (nRIV)

20000

10000

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 3582,18

r=0,99973

01-02-2022

70000

60000

50000

40000

30000

Altura (nRIU)

20000

10000

0 &
0

10 15
Concentracgdo (g/L)

20

Declive: 3636,40

r=0,99945

94



Tabela B5: Representacdo grafica de 5 curvas de calibracdao em dias distintos para avaliacdo da

linearidade para o acgucar lactose

Data Representacdo grafica da reta

50000
45000
40000
35000
30000
25000

Altura (nRIU)

11-01-2022 20000

15000

10000 .
5000 e

)
0 &
0 5

10 15 20
Concentracdo (g/L)

Declive: 2550,80

r=0,99998

60000

50000

40000

30000
13-01-2022

Altura (nRIU)

20000

10000

0o &
0 5

10 15 20
Concentracdo (g/L)

Declive: 3441,06

r=0,99998

95



17-01-2022

60000

50000

40000

30000

Altura (nRIU)

20000

10000

10 15
Concentragdo (g/L)

20

Declive: 2844,72

r=10,99997

26-01-2022

60000

50000

— 40000

30000

Altura (nRIU

20000

10000

0 &
0

10 15
Concentracgdo (g/L)

20

Declive: 3116,46

r=0,99965

96



01-02-2022

Altura (nRIU)

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

-10000

10

Concentragdo (g/L)

Declive: 3171,94

r=0,99951

C. Precisao

Tabela C1: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama baixa da frutose em condicdes

de repetibilidade

Alimentos confecionados e pré- ,
) Molho Béchamel | 0,38 | 0,36 | 0,36 | 0,36 | 0,37 | 0,37 | 0,36 |g/100g| 0,364 | 0,000 | 0,008 |2,191| 0,022 5,135
confecionados
Agucar, produtos agucarados e )
derivad Gelatina 0,30 | 0,29 | 0,30 | 0,29 | 0,29 | 0,30 | 0,30 |g/100g| 0,296 | 0,000 | 0,006 |2,046 0,017 5,728
erivados
Leite, produtos lacteos e derivados Leite 0,59 | 060 | 060 | 0,60 | 0,59 | 0,59 | 0,59 |gf100g| 0,593 | 0,000 | 0,006 |0,932 0,015 2,609

Tabela C2: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama alta da frutose em condices de

repetibilidade
Cereais, leguminosas, pseudo- .
. i Bolacha Maria | 514 | 506 | 510 | 505 | 515 | 513 | 505 |g/100g| 5097 | 0,002 | 0,044 |0,872| 0,124 2,441
cereais e derivados
5 A . FAPAS T25200
Leite, produtos lacteos e derivados ) 2,74 | 2,72 2,71 2,68 2,73 | 2,65 2,73 |g/100g| 2,708 | 0,001 | 0,033 |1,213 0,092 3,397
Milkshake powder
Agucar, produtos agucarados e
derivad Chocolate preto | 12,43 | 12,43 | 12,46 | 12,41 | 12,44 | 12,43 | 12,50 |g/100 g[12,444| 0,001 | 0,030 |0,244 0,085 0,684
erivados
Leite, produtos lacteos e derivados logurte 3,00 | 3,01 296 | 2,96 3,01 | 3,00 2,97 |g/100g| 2,986 | 0,001 | 0,024 (0,799 0,067 2,236

Tabela C3: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama baixa da glucose em condi¢Ges

de repetibilidade

Alimentos confecionados | Molho

. N . 0,40 0,38 0,40 0,39 0,39 0,36 0,38 g/100g 0,386 0,000 0,014 3,623 0,039 10,143
e pré-confecionados  |Béchamel
Agucar, produtos N
i Gelatina | 0,30 0,31 0,29 0,29 0,31 0,29 0,29 | g/100g | 0,297 0,000 0,010 3,201 0,027 8,963
agucarados e derivados
Leite, produtos lacteos e B

derivados Leite 0,93 0,95 0,94 0,94 0,95 0,95 0,95 g/100g 0,944 0,000 0,008 0,833 0,022 2,333




Tabela C4: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama alta da glucose em condicdes de

repetibilidade

Cereais, leguminosas,
pseudo-cereais e Bolacha Maria 6,22 6,23 6,22 6,22 6,31 6,29 6,22 gf100g 6,24 0,00 0,04 0,62 0,11 1,73
derivados
Agucar, produtos Chocolate
N 12,27 12,26 12,31 12,20 12,30 12,20 12,30 g/100g 12,26 0,00 0,05 0,38 0,13 1,06
agucarados e derivados preto
FAPAS T25200
Leite, produtos lacteos e | Milkshake 3,07 3,14 3,15 3,02 3,14 3,15 3,14 g/100g 3,12 0,00 0,05 1,62 0,14 4,55
derivados powder
logurte 4,78 4,83 4,76 4,81 4,77 4,82 4,82 gf100g 4,80 0,00 0,03 0,58 0,08 1,63

Tabela C5: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama baixa da maltose em condicGes

de repetibilidade

Alimentos confecionados Molho

N N . 1,51 1,54 1,51 1,51 1,54 1,55 1,51 g/100g 1,524 0,000 0,018 1,189 0,051 3,330
e pré-confecionados Béchamel
Acucar, produtos B
i Gelatina 0,28 0,28 0,28 0,26 0,27 0,28 0,29 | g/1o00g | 0,277 0,000 0,010 3,432 0,027 9,610
agucarados e derivados
Leite, produtos licteos e B

derivados Leite 0,57 0,57 0,56 0,56 0,56 0,58 0,58 g/100g 0,569 0,000 0,009 1,582 0,025 4,431

Tabela C6: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama alta da maltose em condi¢Ges

de repetibilidade

Cereais, leguminosas,
pseudo-cereais e Bolacha Maria 4,89 4,96 5,03 4,95 4,91 5,04 4,92 gfloﬂg 4,96 0,00 0,06 1,17 0,16 3,29
derivados
Agucar, produtos Chocolate
N 11,24 11,23 11,25 11,23 11,20 11,28 11,31 g/100g 11,25 0,00 0,04 0,32 0,10 0,90
agucarados e derivados preto
FAPAS 725200
Leite, produtos licteos e Milkshake 3,39 3,35 3,35 3,38 3,34 3,33 3,38 g/100g 3,36 0,00 0,02 0,69 0,06 1,92
derivados powder
logurte 2,41 2,42 2,35 2,37 2,40 2,48 2,36 gf100g 2,40 0,00 0,04 1,86 0,12 5,20

Tabela C7: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama baixa da sacarose em condi¢Ges

de repetibilidade

Alimentos
Molho
confecionados e Béchamel 0,38 0,37 0,38 0,37 0,38 0,38 0,37 g/100g 0,376 0,000 0,005 1,423 0,015 3,984
pré-confecionados
Agucares, produtos
agucarados e Gelatina 0,30 0,30 0,30 0,29 0,29 0,30 0,30 | gfio0g | 0,297 0,000 0,005 1,642 0,014 4,598
derivados
Leite, produtos B
. . Leite 0,62 0,60 0,60 0,60 0,60 0,61 0,61 g/100g 0,606 0,000 0,008 1,299 0,022 3,637
lacteos e derivados




Tabela C8: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama alta da sacarose em condicdes

de repetibilidade

Cereais,
leguminosas, Bolacha
R N 22,23 22,26 22,50 22,29 22,35 22,45 22,36 g/100g 22,35 0,01 0,10 0,44 0,28 1,24
pseudo-cereais e Maria
derivados
Aglcares, produtos
Chocolate
agucarados e reto 16,55 16,60 16,52 16,54 16,67 16,69 16,69 g/100g 16,61 0,01 0,07 0,45 0,21 1125
derivados P
FAPAS
. T25200
Leite, produtos ) 3,32 3,26 3,32 3,25 3,39 3,32 347 g/100g 3,33 0,01 0,08 2,28 0,21 6,39
< . Milkshake
lacteos e derivados
powder
logurte 6,34 6,38 6,33 6,34 6,39 6,35 6,36 g/100g 6,36 0,00 0,02 0,35 0,06 0,98

Tabela C9: Resultados obtidos para as

de repetibilidade

Alimentos
confecionados
pré-
confecionados

Molho

3,89
Béchamel ’

3,89 3,88

3,89

3,89

3,86 3,84

g/100g 3,877

0,000 0,020

0,510

matrizes pertences a gama baixa da lactose

0,055

em condicbes

1,427

Aglcares,
produtos.
agucarados e
derivados

Gelatina 0,28

0,28 0,28

0,27

0,28

0,26

0,28

g/100g

0,276

0,000 0,008

2,854

0,022

7,990

Leite, produtos
lacteos e
derivados

logurte 2,38

2,40 2,37

2,39 2,38

2,40

gfi00g

2,389

0,000 0,012

0,509

0,034

1,424

Tabela C10: Resultados obtidos para as matrizes pertences a gama alta da lactose em condicGes

de repetibilidade

Cereais,
leguminosas, Bolacha
B ~ 5,08 5,00 518 5,08 523 519 517 g/ioog 515 0,01 0,10 1,90 0,27 5,33
pseudo-cereais e|  Maria
derivados
Aglcares,
produtos. Chocolate
13,57 13,52 13,51 13,63 13,70 13,60 13,69 g/100g 13,60 0,01 0,08 0,56 0,21 1,56
agucarados e preto
derivados
FAPAS
Leite, produtos T25200
. ~ 18,69 18,50 18,36 1851 18,40 18,60 18,48 g/ioog 1851 0,01 0,11 0,61 0,32 1,70
lacteos e Milkshake
derivados powder
Leite 4,88 4,54 4,84 4,86 4,94 4,89 491 g/100g 4,89 0,00 0,04 0,78 0,11 2,19




Tabela C11: Estudo da precisao em condi¢des de precisdo intermedia da gama baixa da frutose

11-01-2022 | Leite UHT 0,62 0,61 0,01 0,00 0,62 0,01 -0,01 0,01 1,15
12-01-2022 | Leite UHT 0,61 0,60 0,01 0,00 0,61 0,00 0,00 0,00 0,74
13-01-2022 | Leite UHT 0,62 0,61 0,01 0,00 0,62 0,00 0,00 0,01 1,14
17-01-2022 | Leite UHT 0,61 0,59 0,02 0,00 0,60 0,01 -0,01 0,01 1,89
18-01-2022 | Leite UHT 0,61 0,60 0,01 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,79
19-01-2022 | Leite UHT 0,60 0,57 0,02 0,00 0,59 0,01 -0,01 0,02 2,78
25-01-2022 .MD ho 0,58 0,36 0,02 0,00 0,37 0,01 -0,01 0,01 3,82
Bechamel
Malho
26-01-2022 . 033 0,35 0,02 0,00 0,34 -0,01 0,01 0,01 3,80
Bechamel
Mealho
01-02-2022 , 0,57 0,37 0,00 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,53
Bechamel
Molho
02-02-2022 . 037 0,36 0,02 0,00 0,37 0,01 -0,01 0,01 3,32
Bechamel
Molho
14-04-2022 , 0,36 0,37 0,01 0,00 0,36 0,00 0,00 0,01 1,79
Bechamel
Molho
22-04-2022 . 0,36 0,35 0,01 0,00 0,36 0,01 -0,01 0,01 1,99
Bechamel
19-01-2022 Gelatina 027 0,27 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00
25-01-2022 Gelatina 0,28 0,29 0,01 0,00 0,29 -0,01 0,00 0,01 248
0B-03-2022 Gelatina 0,29 0,28 0,01 0,00 0,28 0,01 -0,01 0,01 2,56
10-03-2022 Gelatina 0,28 0,30 0,03 0,00 0,29 -0,01 0,01 0,02 6,29
15-03-2022 Gelatina 0,28 0,29 0,01 0,00 0,28 0,00 0,00 0,01 248
21-03-2022 Gelatina 0,29 0,29 0,01 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 1,49

Tabela C12: Estudo da precisdo em condi¢es de precisdo intermedia da gama alta da frutose

10-01-2022 Bolacha maria 4,33 4,34 0.05) 000|497 003 [ -0.02 | 0,04 0.1
1-01-2022 Bolacha maria 4.55 4.37 012 ] 0,01 14391 -0.06 [ 0.05 0.0 1.73
12-01-2022 Bolacha maria 5,17 5,23 006 [ 000|520 -003 [ 003 0,04 0,52
13-01-2022 Bolacha maria 5.0 527 026 | 007 |514] -0.13 0,13 0,13 3.62
17-01-202z2 Bolacha maria 5.05 5.23 015 | 002 [S16( -0.08 | 0,05 0,11 210
18-01-2022 Bolacha maria 4.89 517 027 | 0,07 |503 -014 0,14 0,13 3.84
FAPAS T25200
1_O_znee Milkshake poweder 2.7 272 0oz | ooo|273 o 0.m 0.m 0.5z
FAPAS T25200
1020 Milkshake powder 2,74 265 003 0ol (270 004 004 | 006 2,34
FAPAS T25200
1702022 Milkshake powder 2.1 2,63 003 001|267 0.04 | -0.04 | 006 2.03
FAPAS T25200
192052 Milkshake powder Z.8d 275 008 001 (273 004 0,04 | 0,06 213
FAPAS T25200
SE_-2022 Milkshake poweder 2,66 2.3 013 | 002 (272 -006 | 0,08 n.0g 3.38
FAPAS T25200
55 _[14-5055 Mikzhake powder 2,76 2.74 002 | 000|275 0o 0.0 0.m 0,31
13-01-2022 logurte 3.00 303 0,03 [ 000|302 -001 [ 002 0,0z 0,70
17-01-2022 lagurte 3.05 3.05 0,01 | 000 (306 000 0,00 0,00 0,16
18-01-2022 logurte 3.0 3.09 001 | 0,00 {303 000 0,00 0.m 0.21
13-01-2022 logurte 3.05 3,12 007 [ 0,00 |308) -003 [ 003 0.05 153
25-01-2022 logurte 3.07 3,12 005 ( 0,00 |310) -0.02 [ 002 0,04 114
26-01-2022 logurte 299 .06 007 [ 001 503 -0.04 [ 004 0.05 1.75
05-03-2022 Chocolate 708 E.70 03a| 014 |683] 019 -019 | 0,27 3.90
10-03-2022 Chocolate .50 5,25 025 | 006|637 012 -0,12 017 272
15-03-2022 Chocolate 7.Gd 743 02| 004 [753 010 -0,10 0,15 1,37
21-03-2022 Chocolate T.35 T.23 015 | 002 | 731 0,08 [ -0.08 0,11 148
24-03-2022 Chocolate 5,35 7,44 052 | 027 |713] -0.26 [ 026 037 2.1
07-04-2022 Chocolate E.E5 .1 044 [ 019 |683] -0.22 [ 022 0.3 447

100



Tabela C13: Estudo da precisao em condi¢des de precisdo intermedia da gama baixa da glucose

12-01-2022 | Leite UHT| 0,64 0,63 0,01 0,00 0,64 0,01 -0,01 0,01 1,11
13-01-2022 | Leite UHT| 0,66 0,65 0,01 0,00 0,66 0,01 -0,01 0,01 1,08
17-01-2022 | Leite UHT| 0,63 0,62 0,01 0,00 0,63 0,01 -0,01 0,01 1,13
18-01-2022 | Leite UHT| 0,66 0,65 0,01 0,00 0,66 0,01 -0,01 0,01 1,08
19-01-2022 | Leite UHT| 0,60 0,62 0,02 0,00 0,61 -0,01 0,01 0,01 2,32
14-04-2022 | Leite UHT| 0,60 0,59 0,01 0,00 0,60 0,01 -0,01 0,01 1,19
25-01-2022 [lho Béchal 0,40 0,38 0,02 0,00 0,39 0,01 -0,01 0,01 3,63
26-01-2022 [lho Béchal 0,34 0,37 0,03 0,00 0,36 -0,02 0,02 0,02 5,98
01-02-2022 |lho Bécha| 0,36 0,36 0,00 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00 0,00
02-02-2022 |lho Bé&cha| 0,38 0,38 0,00 0,00 0,38 0,00 0,00 0,00 0,00
08-03-2022 |lho Bécha| 0,71 0,70 0,01 0,00 0,71 0,01 -0,01 0,01 1,00
14-04-2022 |lho Béchal 0,74 0,73 0,01 0,00 0,74 0,01 -0,01 0,01 0,96
19-01-2022 | Gelatina | 0,28 0,28 0,00 0,00 0,28 0,00 0,00 0,00 0,00
25-01-2022 | Gelatina | 0,28 0,30 0,02 0,00 0,29 -0,01 0,01 0,01 4,88
08-03-2022 | Gelatina | 0,30 0,27 0,03 0,00 0,29 0,02 -0,02 0,02 7,44
10-03-2022 | Gelatina | 0,28 0,29 0,01 0,00 0,29 -0,01 0,00 0,01 2,48
15-03-2022 | Gelatina | 0,27 0,27 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00
21-03-2022 | Gelatina | 0,29 0,29 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabela C14: Estudo da precisdo em condicBes de precisdo intermedia da gama alta da glucose

0012022 | Bolacha mania 622 | 645 | 007 | 000 | 519 | 003 | -0.04 | 005 | 080
012022 | Bolacha mana 537 | 509 | 002 | o0 | 538 | -0m | 001 | 001 | 026
0012022 | Bolacha mania 542 | 543 | 005 | 000 | 545 | -0.03 | 003 | 004 | 078
B0I2022 | Bolacha mana 579 | 553 | 02% | 006 | 581 | 0@ | 02 | 0w | 3w
7012022 | Bolacha mania 533 | 544 | O | 001 | 539 | 005 | 006 | 008 | 144
BO0I2022 | Bolacha mana 5I | 54+ | 031 | o | 529 | 006 | 0% | 022 | 46
FAPAS T25200
ROL22 | o e | 397 | 3# | 007 | 000 | 3n | 004 | oos | 005 | 159
FAPAS T25200
BORN22 [ o eder | 320 | 37 [ 003 | 000 | 31 | 002 | 002 | 0o | 087
FAPAS T25200
TOR22 | o e | 321 | 322 | 001 | 000 | 322 | 000 | om | oo | 02
FAPAS T25200
BOR22 | o e | 323 | 38 [ 008 | 0w | 31 | oot | 004 | 008 | 177
FAPAS T25200
B2 | ot | W | 327 | 07 | 0ms | 3m | 008 | ops | 0w | 37
FAPAS T25200
20202| o eder | 29 | 307 [ 0% | 003 | 299 | 008 | 0os [ on | 37
BoL2022 logquite 478 | 433 | 005 | ooo | 481 | 002 | 003 | 004 | 074
02022 loqurte 433 | 459 | 000 | 000 | £89 | o000 | 000 | 000 | 000
BoL2022 logquite 495 | 495 | o1 | 000 | 495 | o000 | 000 | ool | oM
B0 loqurte 431 | &35 | 004 | 000 | £33 | 002 | 002 | 003 | 057
25012022 logquite 439 | 493 | 004 | 000 | 49 | 002 | 002 | oo | 058
02022 loqurte 483 | a7 | 00 | 000 | 85 | 002 | 002 | ooz | 058
08032022 Chocolstepreto | 7.37 | 639 | 038 | 04 | 78 | 08 | 09 | 027 | a7+
W-032027| Chocolatepeto | 678 | 659 | 0.9 | 004 | 659 | 005 | 00 | 05 | 2m
B032022 | Chocolatepreto | 731 | 700 | 03 | oW | 756 | 006 | 005 | 022 | 308
ZLI32077 | Chocolatepeto | 729 | 704 | 025 | 006 | 77 | 003 | 03 | 0% | #47
24032022| Chocolatepreto | 682 | 734 | 052 | 027 | 708 | 028 | 026 | 037 | 58
07047027 Chocolstepreto | 645 | 695 | 050 | 025 | 670 | 025 | 025 | 035 | 528
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Tabela C15: Estudo da precisao em condicdes de precisdo intermedia da gama baixa da galactose

Leite UHT| 0,65 0,65 0,00 0,00 0,65 0,00 0,00 0,00 0,14
11-01-2022

12-01200| EiTE URT| 0,73 0,72 0,01 0,00 0,72 0,00 0,00 0,01 0,76
13-01-2022 | Leite UHT| 0,85 0,83 0,02 0,00 0,84 0,01 -0,01 0,01 1,44
17-01-2022 | Leite UHT| 0,81 0,30 0,01 0,00 0,80 0,01 -0,01 0,01 1,25
18-01-2022 | Leite UHT| 1,05 1,04 0,01 0,00 1,04 0,01 -0,01 0,01 0,99
19-01-2022 | Leite UHT| 1,05 1,01 0,04 0,00 1,03 0,02 -0,02 0,03 2,84
19-01-2022| Gelatina | 0,30 0,30 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00
25-01-2022| Gelatina | 0,26 0,24 0,02 0,00 0,25 0,01 -0,01 0,01 5,66
08-03-2022| Gelatina | 0,27 0,27 0,01 0,00 0,27 0,00 0,00 0,01 1,89
10-03-2022| Gelatina | 0,30 0,29 0,01 0,00 0,30 0,00 0,00 0,01 1,85
15-03-2022| Gelatina | 0,25 0,24 0,01 0,00 0,25 0,00 0,00 0,01 2,39
21-03-2022| Gelatina | 0,26 0,27 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 0,00 1,17

Tabela C16: Estudo da precisdo em condi¢Ges de precisdo intermedia da gama intermédia da

galactose
FAPAS T25200
12-01-2022|  Milkshake powder 2,85 2,75 0,10 0,01 2,80 0,05 -0,05 0,07 2,53
FAPAS T25200
14-04-2022| Milkshake powder 2,79 2,77 0,02 0,00 2,78 0,01 -0,01 0,01 0,51
13-01-2022 logurte 4,68 4,76 0,08 0,01 4,72 -0,04 0,04 0,06 1,20
17-01-2022 logurte 4,85 4,83 0,02 0,00 4,84 0,01 -0,01 0,01 0,27
18-01-2022 logurte 491 | 83 0,11 0,01 4,39 0,06 -0,05 0,08 1,59
19-01-2022 logurte 4,96 4,97 0,01 0,00 4,96 -0,01 0,01 0,01 0,19
25-01-2022 logurte 472 | a7 0,04 0,00 4,74 0,02 | 002 0,03 0,57
26-01-2022 logurte 4,61 4,52 0,10 0,01 4,57 0,05 -0,05 0,07 1,53
25-01-2022| Molho Béchamel 1,77 1,74 0,02 0,00 1,75 0,01 -0,01 0,02 0,94
26-01-2022| Molho Béchamel 2,24 2,23 0,01 0,00 2,24 0,00 0,00 0,01 0,30
01-02-2022| Molho Béchamel 2,44 2,43 0,01 0,00 2,43 0,01 -0,01 0,01 0,39
02-02-2022| Molho Béchamel 2,55 2,52 0,02 0,00 2,53 0,01 -0,01 0,02 0,59

Tabela C17: Estudo da precisdo em condi¢des de precisdo intermedia da gama alta da galactose

10.01.2022| BOlechamaria | 4,97 4,95 0,02 0,00 4,96 0,01 -0,01 0,02 0,31
11.01.202p| BOl2chamaria | 495 4,76 0,19 0,04 4,36 0,10 -0,10 0,14 2,84
12-01-2022| Bolachamaria | 5,43 5,32 0,11 0,01 5,37 0,06 -0,06 0,08 1,49
13-01-2022| Bolachamaria | 5,69 5,89 0,20 0,04 5,79 -0,10 0,10 0,14 2,41
17-01-2022| Bolachamaria | 5,77 5,72 0,05 0,00 5,74 0,02 -0,02 0,03 0,59
18-01-2022| Bolachamaria | 571 6,04 0,32 0,10 5,87 -0,16 0,16 0,23 3,89
08-03-2022| Chocolate preto| 7,58 7,38 0,20 0,04 7,48 0,10 -0,10 0,14 1,88
10-03-2022 | Chocolate preto| 7,43 7,15 0,28 0,08 7,29 0,14 -0,14 0,20 2,69
15-03-2022 | Chocolate preto| 7,25 7,11 0,14 0,02 7,18 0,07 -0,07 0,10 1,33
24-03-2022 | Chocolate preto| 6,75 7,34 0,59 0,35 7,05 -0,30 0,30 0,42 5,92

102



Tabela C18: Estudo da precisao em condi¢des de precisdo intermedia da gama baixa da maltose

1i-01-2022 Leite UHT 0.53 058 0.00 0.00 0.53 0.00 0.00 0.00 0.00
12-01-2022 Laite UHT 0.53 053 0.00 0.00 0.53 0.00 0.00 0.00 0.00
13-0-2022 Leite UHT 0,60 0.53 0,01 0.00 0,60 0,01 -0.01 0.01 113
17-0-2022 Leite UHT 058 0.56 0,02 0.00 057 0,01 -0.01 0.01 248
15-01-20z2 Leite UHT 057 056 0.m 0.00 057 0.m 0.00 0,01 1.25
14-04-2022 Leite UHT 0.55 055 0.00 0.00 0.55 0.00 0.00 0.00 0.00
FaPAS TZ25200 Milkshake
1020z pow der 3.4 333 0.0z 0.0 340 0.m -0.M 0.0 04z
e _[-0Es Malho Béchamel 1.51 154 0,03 0.00 1.53 -0,01 0,02 0,02 133
SE--202E Malho Béchamel 145 1435 0.03 0.o0 147 -0.01 0.0z 0.0z 145
e _[-0Es Malho Béchamel 1.50 145 0.0z 0.00 143 0,01 -0.01 0.0 033
R[22 Malho Béchamel 1.65 157 0,03 0.01 161 004 | -0.04 0,06 351
-f2-2055 Malho Béchamel 1.62 1.63 0,01 0,00 1.63 0,00 0,00 0,01 0.44
N2-02-2022 Malho Béchamel 1.65 1.66 n.m 0.00 1.66 0.00 0.m 0.0 043
14-04-2022 Gelatina 0.30 031 0.0 0.00 031 -0.01 0.0 0,01 232
22-04-2022 Gelatina 0,23 0.3 0,02 0.00 0,30 -0.01 0.01 0.01 4,71
03-03-2022 Gelatina 027 027 0,00 0.00 027 0,00 0.00 0,00 0,00
10-03-2022 Selatina 0.23 023 0.00 0.00 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00
15-03-2022 Gelatina 0.30 030 0.00 0.00 0.30 0.00 0.00 0.00 0.00
14-04-2022 Gelatina 0,28 028 0,00 0.00 0,28 0,00 0.00 0,00 0,00

Tabela C19: Estudo da precisdao em condicdes de precisdo intermedia da gama alta da maltose

10-01-2022 Eiolacha Maria 423 173 0,11 0,01 454 0,05 -0,05 0,03 1,61
1-01-2022 Biolacha Maria 464 474 0,10 0,01 463 -0,05 0,05 0,07 1,51
12-01-2022 Eiolacha Maria 5,03 518 0,15 0,0z 5,11 0,02 0,07 01 2,08
13-01-2022 Biolacha Maria 474 5,20 0.4 0,17 5,00 -2 0,21 0,23 5,80
17-01-2022 Eiolacha Maria 4,20 134 0,14 0,0z 487 0,07 0,07 0,10 203
18-01-2022 Biolacha Maria 4,61 432 0,31 0,10 477 -016 0,15 0.2z 4,60
FAFAS TEG200
2-20me Milkshake pawder 3.4 3,33 o0z 0,00 340 0,m -0,01 0,0 04z
FAFAS TEG200
0202 Milkshake pawder 3,20 3,23 0,0z 0,00 324 0,m -0,01 0,0 0,44
FAFAS TEG200
1702022 Milkshake pawder 3,38 3.3 0,04 0,00 333 0.0z -0,02 0,03 0,55
FAFAS TEG200
18012022 Milkshake pawder 3,24 321 0,03 0,0 325 0,04 -0,04 0,06 174
FAFAS TEG200
SE-0-20E2 Milkshake pawder 3,20 321 0,04 0,00 323 0.0z -0,02 0,03 0.5a
FAFAS TEG200
25042022 Milkshake pawder 313 3,20 0, 0,00 320 -0, 0,00 0,0 022
13-01-2022 logurke 241 242 0,01 0,00 242 0,00 0,00 0,01 0,23
17-01-2022 logurke 242 240 0,02 0,00 24 0,0 -0,01 0,01 0,549
18-01-2022 logurke 241 2,30 0,06 0,00 238 0,03 -0,03 0,04 178
19-01-2022 logurke 2,28 237 0,03 0,01 ] -0,05 0,04 0,06 274
268-01-2022 logurke 2,28 2,34 0,06 0,00 231 0,03 0,03 0,04 1,84
26-01-2022 logurke 2,24 2,38 0,03 0,01 234 -0,04 0,04 0,06 273
08-03-2022 Chocolate preta Pl 726 0,23 0,03 iz -014 0,14 0,20 258
10-03-2022 Chocolate a1 793 0,18 0,03 8,08 0,03 -0,03 0,13 1,58
21-03-2022 Chocolate preta 720 £33 027 0,07 712 0,14 -0,14 0,13 258
24-03-2022 Chocolate preto E5E 705 0,43 0,24 B2l -0,25 0,26 0,35 5,04
07-04-2022 Chocolate preta E13 EAE 0,38 014 E37 013 0,13 027 422

103



Tabela C20: Estudo da precisao em condi¢des de precisdo intermedia da gama baixa da sacarose

11-01-2022 Leite UHT 0,62 0,62 0,00 0,00 0,62 0,00 0,00 0,00 0,00
12.01-2022 Leite UHT 0,62 0,61 0,01 0,00 0,62 0,01 0,01 0,01 1,15
13-01-2022 Leite UHT 0,63 0,63 0,00 0,00 0,63 0,00 0,00 0,00 0,00
17-01-2022 Leite UHT 0,61 0,59 0,02 0,00 0,60 0,01 0,01 0,01 2,36
18-01-2022 Leite UHT 0,62 0,60 0,02 0,00 0,61 0,01 0,01 0,01 2,32
14-04-2022 Leite UHT 0,60 0,60 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,00
25-01-2022 Malho Béchamel 0,38 0,37 0,01 0,00 0,38 0,01 0,01 0,01 1,89
26-01-2022 Malho Béchamel 0,34 0,37 0,03 0,00 0,36 0,02 0,02 0,02 5,98
01-02-2022 Malho Béchamel 0,38 0,37 0,01 0,00 0,38 0,01 0,01 0,01 1,89
02-02-2022 Malho B&chamel 0,39 0,37 0,02 0,00 0,38 0,01 0,01 0,01 3,72
14-04-2022 Molho Béchamel 0,37 0,39 0,02 0,00 0,38 0,01 0,01 0,01 3,72
22.04-2022 Malho Béchamel 0,38 0,38 0,00 0,00 0,38 0,00 0,00 0,00 0,00
19-01-2022 Gelatina 0,27 0,27 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00
2501-2022 Gelatina 0,28 0,29 0,01 0,00 0,29 0,01 0,00 0,01 2,48
08-03-2022 Gelatina 0,30 0,27 0,03 0,00 0,29 0,02 0,02 0,02 7,44
10-03-2022 Gelatina 0,29 0,29 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00
15-03-2022 Gelatina 0,27 0,28 0,01 0,00 0,28 0,01 0,01 0,01 2,57
21.03-2022 Gelstina 0,28 0,29 0,01 0,00 0,29 0,01 0,00 0,01 2,48

Tabela C21: Estudo da precisdao em condicdes de precisdo intermedia da gama alta da sacarose

10-01-2022 Bolacha maria 2223 2205 0,13 0,03 2214 0,03 -0,03 013 057
11-01-2022 Biolacha maria 2206 2307 0.1 0,0 2302 | -008 0,05 0,08 0,34
12-01-2022 Bolacha maria 2343 2368 0,20 0,04 2398 =010 0,10 0,14 0,60
13-01-2022 Biolacha maria 234 2373 0,32 010 2387 016 0,16 023 0,98
1F-01-2022 Bolacha maria 23,31 2346 0,15 0,0z 2333 | -007 0,03 01 0,45
18-01-2022 Biolacha maria 2322 237 0,43 0,24 2347 | 025 0,25 0,35 148
FAFAS T25200
D20 Milkshake pawder 3,32 3,26 0,06 0,00 323 0,03 -0,03 0,04 1.23
FAFAS T25200
Vrmenes Milkshake pawder 3,39 314 0,25 0,06 327 0,13 0,13 01z 541
FAFAS T25200
P20 Milkshake pawder 3,20 319 0,10 0,0 320 0,05 -0,05 0,07 221
FAFAS T25200
a2 Milkshake pawder 347 317 0,30 0,03 332 0,15 0,15 021 £33
FAFAS T25200
4042022 Milkshake pawder 3,639 344 0,25 0,06 357 0,13 0,13 01z 4396
FAFAS T25200
25 45022 Milkshake pawder 352 3,25 027 0,07 333 0,14 -0,14 013 5,64
13-01-2022 logurke 6,34 638 0,04 0,00 B36 -0,02 0,02 0,03 0,44
17-01-2022 logurke [=Rck] B2 0,01 0,00 £33 0,00 0,00 0,01 01
18-01-2022 logurke 5,96 5,35 0,01 0,00 5,96 0,00 0,00 0,01 012
13-01-2022 logurke 5,73 5,492 0,13 0,02 526 -0,07 0,06 0,03 157
25-01-2022 logurke 5,63 5,71 0,02 0,00 5,70 -0,01 0,01 0,01 0,25
26-01-2022 logurke 550 5457 0,07 0,00 554 -0,04 0,04 0,05 0,23
05-03-2022 Chocolate preto 343 9,28 0,20 0,04 3,38 0,10 -0,10 0,14 1.51
10-03-2022 Chocolate preto o654 a4 0,23 0,05 453 0,12 -0,12 016 191
15-03-2022 Chocolate preto 022 3,50 042 0,18 0,01 021 -0.21 0,30 297
21-03-2022 Chocolate preto 9,82 ] 0,13 0,04 473 0,03 -0,10 013 1,38
24-03-022 Chocolate preto 9,34 3,55 0.51 0,26 3,60 -0,25 0,26 0,36 376
07-04-2022 Chocolate preto 9,03 9,60 057 0,32 3,32 -0,29 0,243 0,40 L]
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Tabela C22: Estudo da precisao em condi¢des de precisdo intermedia da gama baixa da lactose

10-01-2022 | Baolacha Maria 205 5,00 0,05 0.0 5.04 0,04 -0,04 0,06 112
153-01-2022 lagurte 2,38 240 0.0z 0.00 2,33 -0.0 0.01 0.01 0.53
17-01-20:22 lagurte Z.44 24 0.03 0.00 243 0.0z -0.01 0.0z 0.av
15-01-20:22 logurte 2,33 247 0.02 0.00 2,38 0o -0.01 0.0 0.53
13-01-20:22 lagurte 2,34 243 0,03 0.0 233 | -0.04 0,05 0,06 267
25-01-2022 lagurte 24 245 0.04 0.00 243 | -0,02 0.0z .03 116
Z6-M1-2022 lagurte £.23 2,34 0.05 0.00 232 | =002 0.0z 0.04 1.53
£5-M-2022 [ Molho Béchamel | 3.33 3.63 0.00 0,00 3.89 0.00 0,00 0.00 0.00
26-01-2022 [ Molho Béchamel | 3,73 3,71 0.0z 0,00 3.72 0,0 -0,01 0,01 0,35
01-02-2022 [ Malho Béchamel | 3.51 307 0.04 0,00 3.7 0.0z -0.02 0.03 075
14-04-2022 [ Molho Béchamel | 260 263 0.03 0.00 262 -0.02 0.0 0.0z2 0.1
22-00-2022 | Malho Béchamel | 264 2 G 0.04 0,00 Pl -002 | 0.0z 0.03 1.06
13-01-20=22 Selatina 0,25 0,26 0,01 0,00 0,26 -0.01 0,01 0,01 277
25-M-2022 Gelatina 0,23 0.25 0.03 0.00 027 0.0z -0.02 0.0z 5.00
10-03-2022 Selatina 0,26 0.24 0.0z2 0.00 0,25 0o -0.01 0.0 5,66
15-05-2022 Gelatina 0,26 026 0.00 0.00 0,26 0.00 0,00 0,00 0.00
21-03-2022 Selatina 027 0,23 0,0z 0,00 0,25 -0.01 0,01 0,01 5,05
14-04-2022 Gelatina 0,23 nzv 0.0 0.00 0,23 0o -0.01 0.0 247

Tabela C23: Estudo da precisdo em condi¢des de precisdo intermedia da gama alta da lactose

10-01-2022 Biolacha maria 2223 2205 0,12 0,03 2214 0,03 -0,09 013 057
11-01-2022 Bolacha maria 2296 2307 0.1 0,01 2302 | -005 0,05 0,03 0,34
12-01-2022 Biolacha maria 2342 2168 0,20 0,04 2358 -0,10 0,10 0,14 0,50
13-01-2022 Bolacha maria 234 23,73 0,32 0,10 2387 g 0,16 023 0,36
17-01-2022 Biolacha maria 233 23146 0,15 0,02 2339 | -007 0,02 01 0,45
18-01-2022 Bolacha maria 2322 23,71 0,43 0,24 2347 | 025 0,25 0,35 142
FAFAS T25200
\e-0l-2022 Milkshake pawder 332 326 0,06 0,00 323 0,03 -0,03 0,04 123
FAFAS T2E200
{a-0l-2022 Milkshake pawder 3,39 AL 0,25 0,06 327 0,13 =013 01 a.41
FAFAS T25200
\7-0l-20e2 Milkshake pawder 3,28 318 0,10 0,0 320 0,05 -0,05 0,07 221
FAFAS T2E200
la-0l-2022 Milkshake pawder 347 317 0,30 0,03 332 0,15 -0,15 0,21 6,33
FAFAS T25200
4-04-2022 Milkshake pawder 3,63 344 0,25 0,06 387 0,13 =013 01 496
FAFAS T2E200
25 nd_z0EE Milkshake pawder 352 3,28 027 0,07 333 0,14 -0,14 013 5,64
13-01-2022 logurke B34 E22 0,04 0,00 EIE 0,02 0,02 0,03 0,44
17-01-2022 logurke 5,33 532 0, 0,00 £33 0,00 0,00 0,01 o1
18-01-2022 logurke 5,96 5,95 0,01 0,00 598 0,00 0,00 0,01 012
19-01-2022 logurke 5,73 5,32 0,13 0,0z 5,86 0,07 0,06 0,03 1.57
26-01-2022 logurke 5,69 5,71 0,02 0,00 5,70 0,01 0,01 0,01 0,25
26-01-2022 logurke 5,50 5,57 0,07 0,00 5,54 0,04 0,04 0,05 0,23
02-03-2022 Chocolate preto 942 9,28 0,20 0,04 3,32 0,10 -0,10 0,14 1,51
10-03-2022 Chocolate preto 3,64 .41 0,23 0,05 5,53 0,12 0,12 016 141
15-03-2022 Chocolate preto 0,22 9,20 042 012 10,01 0,21 -0,21 0,20 247
21-03-2022 Chocolate preto 3,82 9,63 0,13 0,04 3,73 0,03 -0,10 013 1,38
24-03-022 Chocolate preto 9,34 9,25 0.51 0,26 3,60 -0,25 0,26 0,26 17k
07-04-2022 Chocolate preto 9,03 3,60 0,57 032 3,32 0,23 0,23 040 433
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D. Valores de testes estatisticos

Tabela D1: Valores criticos para o teste de Grubbs, com 99 % de confianca

W alor
Populagio | critico a
1%

3 1,155
1 1,436
5 1,764
3 1,375
T 2,133
5 2,274
g 2,387
10 2452
1 2,564
12 2,656
13 2,633
14 2,155
15 2,506
16 2,552
17 2,534
E 2,352
13 2,965
20 3,001

Tabela D2: Valores criticos para o teste C de Cochran, com 95 % de confianca

valeres critices para teste © de Cochran
nt h® GRsaios
matrizes 2 3 4 5 & 1 g 3 10

2 0,9955 | 0975 | 09332 | 09057 | 05772 | 05534 | 05332 [ 05159 0,50

3 09663 | 06709 | 07377 | 07457 | 07071 | 06T 0653 | 06333 | 08167
4 09065 | 07673 | 06541 | 06257 | 055395 | 05533 | 05365 [ 05175 | 05017
5 05413 | 06538 | 05331 | 05441 | 05065 | 04753 | 04564 | 04357 | 04241
& 07505 | 06161 | 05321 | 04503 | 04447 | 04134 | 0333 | 053817 | 03682
1 072m | 05612 0,45 04307 | 03374 [ 053726 | 03535 | 03354 | 03233
g 06735 | 05157 | 04377 0591 | 03535 [ 03362 | 05155 | 05043 | 02926
3 06355 | 04775 | 04027 | 03554 | 03286 | 05067 | 02301 | 02765 | 02653
10 0,602 0445 | 05733 | 0,331 | 053023 | 02523 | 0,2666 | 0,2541 | 02433
12 0541 | 05924 | 03264 | 0255 | 02624 | 02433 | 02239 | 02157 | 02035
15 04703 | 035346 | 02755 | 02413 | 02136 | 02034 | 0431 01515 | 0,736
20 05534 | 02705 | 02205 | 04321 | 04735 | 04602 | 04501 | 01422 | 01357
24 05434 | 02354 | 04307 | 04686 | 09433 | 04374 | 04246 [ 01216 0,116

30 02323 | 0138 04533 | 04377 | 04237 [ 0N37 | 04061 | 04002 | 00355
40 0,237 01576 | 04253 | 04052 | 00965 | 00557 | 00527 | 0,075 | 00745
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E. Material de Referéncia certificado FAPAS T25200 Mikshake powder
El: Relatério do material de referéncia certificado FAPAS T25200 Milkshake powder:

Fera Science Ltd (Fera)

f a s 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 T25200QC
Matrix Milkshake Powder
Weight / Volume of Contents 50g
Analyte Assignit;\-‘alue, Range for |z| =2 Units Noﬁr:;;ﬂiil:gp;i:ts
Fructose 285 246-3.24 g/100g 55
Glucose 317 2.75-3.60 g/100g 55
Lactose 19.1 17.3-208 g/100g 55
Maltose 3.41 2.95-3.86 g/100g 52
Sucrose 3.41 295-3.86 g/100g 55
Galactose 2.66 2.29-3.02 g/100g 47

E2: Dados do relatério do FAPAS relativos ao Milkshake powder para o calculo da justeza

analyte data points,  assigned uncertainty, standard deviation for
n value, Xa u proficiency, gp
g/100g
Fructose 55 2.85 0.04 fip 0.195
Glucose 55 317 0.04 ffp 0.213
Lactose 55 19.1 0.2 fip 0.873
Maltose 52 341 0.05 fip 0.227
Sucrose 55 341 0.08 fip 0.227
Galactose 47 2.66 0.03 fip 0.183

ffp = fitness-for-purpose criteria

F. Calculos auxiliares
F1: Calculo do coeficiente de correlagao

O coeficiente de correlagdo da figura 11 é calculado utilizando os valores da tabela F1:

D (€T 5)(C 75 ) I

VIZ(Gg = D2 (i — 9)?]
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Tabela F1: Valores auxiliares necessarios para o calculo do coeficiente de correlacdo da figura 11

Concentracao (gfL) .é.h:LIFEI (x;=1x) (v =¥
(nRI)
0,09 178,10 5,59 17843 94
0,23 527,24 5,45 17484 80
0,90 1966,57 478 11055,47
2,34 534312 3,34 7678,92
6,84 1562285 [ 1,16 2600,81
11,34 2595171 | 5,66 12929,67
18,00 4156470 | 1232 28542 66
média 5,68 13022,04 - -
somatario - - 38,30 BB146,28
somatdrio’ - - 1466,67 |77659766632,69

F2. Determinagdo da incerteza associada a concentragdo dos padrdes de calibragao

Para determinacdo da incerteza associada ao calculo da concentragdo da solugdo mae de
calibracdo (padrdo de 18,00 g/L) sdo identificadas e quantificadas as grandezas que contribuem
para o seu calculo. Assim, tomando a galactose como exemplo, foram pesadas 1,8157 g do
reagente D-(+)-Galactose, cuja pureza é 99,0 % para um baldo volumétrico de 100,0 mL. Assim, a
concentracdo da solu¢cdo mae é de 17,98 g/L.

A incerteza da pureza é indicada no certificado do reagente, sendo o seu valor de 0,01. De

forma a ser convertida numa incerteza padrdo, consideramos que segue uma distribuigcdo

. 0,1
retangular, ou seja, Upyrezq = 5o 0,01.

Relativamente a incerteza associada a massa da toma, como referido anteriormente, tem
de ser considerada a e.m.a. da balanga na zona da tara e na zona de trabalho, correspondendo a
0,002 e 0,001 (respetivamente). Para obter a incerteza padrdo ambas as incertezas tém de ser

convertidas na incerteza padrao correspondente e combinadas:

0,002 0,001

Unassa = \/(W)z + (T)z = 0,001.

Para determinacdo da incerteza associada ao baldo volumétrico utilizado é desprezada a
incerteza associada ao acerto do menisco e da variagdo da temperatura. A tolerancia do baldo
volumétrico é indicada pelo fabricante, tendo um valor de 0,1 para o baldo de 100,0 mL. Para

converter numa incerteza padrao consideramos que segue uma distribuicao triangular, ou seja,

0,1
Uvotume = NG =0,04.

Combinando todas as grandezas que contribuem para a incerteza global desta solugao:
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1798 x [y y Q20002 09y, _ 59
= X =
uSOl.fOT't. ) (0’99) ( 1,8 ) (100,0) )

A incerteza expandida desta solugdo é: U =2 X 0,59 = 1,18 g/L

Para obter a incerteza de cada padrao de calibracdo também é seguida a metodologia
passo-a-passo, considerando como grandezas a concentracdo da solucdo mae, o volume retirado
da solucdo mae e o volume final do padrdo. A incerteza da solucdo mae é a referida
anteriormente, a incerteza do baldo volumétrico e da micropipeta utilizada para transferir o

volume retirado da solucdao mae sdo indicados nos respetivos certificados dos fabricantes. Assim:

009 x 0,59 ., N 0,00051, + 01 ., 00030
Upadrio 0,09 = U (17,98) ( 0,1 ) (100,0) -

A incerteza expandida desta solugdo é: U = 2 x 0,0030 = 0,006 g/L
A incerteza dos restantes padrdes é realizada da mesma forma, alterando o volume final

do baldo e o volume transferido da solugdo mae.
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