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Introducao

O crescente consumo de alimentos processados tem impulsionado o
uso de aditivos para conservar ou conferir caracteristicas aos produtos que
0s tornem mais atrativos aos consumidores.

Os Acidos Benzobico (Fig. 1) e Sorbico (Fig. 2) sdo os conservantes mais
usados na industria alimentar devido a sua baixa toxicidade, estando em
geral, presentes numa grande variedade de alimentos consumidos

diariamente. o
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Fig. 1 — Acido Benzdico Fig. 2 — Acido Sorbico

A avaliacido da sua ocorréncia é essencial para garantir a seguranca dos
consumidores e, exige resultados precisos e fiaveis, determinados através
de métodos validados [1].

Objetivos

Este estudo envolveu a validacao de um método de cromatografia
liqguida de alta eficiencia com detecao ultravioleta (HPLC-UV) para a
determinacao simultanea de conservantes em diversas matrizes alimentares.
A validacdo do método foi realizada com vista a acreditacao pela norma ISO
17025.

Resultados e Discussao

Materiais e Métodos

Coluna: Prevail™ C18 (250 x 4.6mm, 5 um) de fase reversa;

Fase movel: Tampéao fosfato (0,0125 M a pH 3,5) e acetonitrilo (955 v/iv),
modo gradiente;

Fluxo: 1 mL/min;

Volume de injecao: 20 uL para os padroes e 10 a 20 pyL para as amostras;
Detecao: A = 220 nm.

ldentificacao - comparacao com 0s tempos de retencao dos padroes.
Quantificacao - método do padrao externo

Sistema HPLC: Waters 2695 Separations Module equipped with a sample cooler, a
column heater/cooler and a 2996 photodiode array detector

O método analitico baseia-se na norma EN 12856 [2].

Amostras - sumos, Iogurtes, marmeladas, molhos (emulsionados e nao
emulsionados), e produtos de panificacao e pastelaria (adquiridos em hipermercados
na regiao da Grande Lisboa entre os meses de Maio e Julho de 2014).

Validacdo do meétodo - avaliacdo da gama de trabalho, linearidade, limites de
detecdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ), repetibilidade, precisao intermédia e
exatidao (segundo os critérios estabelecidos pelas ISO 8466 e ISO 5725), e a
determinacao da incerteza dos resultados(segundo o Guia do IPAC [3]).
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Figura 1 — Cromatograma dos conservantes 1 - Acido Benzoico (t= 42,2 min) e 2 - Acido Sérbico (t,= 45,8

min). A - Acido Benzoico;

Tabela 1 — Dados relativos as curvas de calibracdo e testes estatisticos envolvidos na validagcdo do método.
Fisher/Snedecor; LOQ — limite de quantificacdo; LOD - limite de deteccéo.

Figura 2 — Curvas de calibrac&o para o acido benzoico e acido sorbico.
- Acido Sorbico.

F — Valor (tabelado) da Distribuicdao F de

Figura 3 — Analise dos Residuog, (%) nos diferentes pontos da curva de calibracdo. Acido Benzoéico
(12 injecdo —@; 22 injecao — #); Acido Sorbico (12 injecédo — [ ; 22 injecao — A).

Tabela 2 — Resultados dos ensaios de repetibilidade e precisédo intermédia, representados pelos respetivos RSD (%) e, taxas de recuperacao

obtidas para as amostras analisadas. RSD, e RSDg — desvio padréo relativo da repetibilidade e da precisédo intermeédia, respetivamente.

Gama de Equacéo da curva Coeficiente de - .. 4o Mandel (PG) Homogeneidade | LOO Acido Benzéico Acido Sérbico Taxa de Recuperacao (%)
Trabalho y=bx+a Determinacao 10.56 das Variancias (Lg/mL)  (ug/mL) Amostra e et
/mL - r2 (1,N-3,99%) = =+ PG) Fgs) - 5.35 0 0 0 0
(Hg/mL) (r) (PG) Foow) RSD, (%) RSDg (%) RSD; (%) RSDk (%) Benz6ico S61bico
Acido Benz6ico y=72859x + 12374 0,9999 4,36 1,16 Refrigerantes 0,4-2,8 1,3-3,0 0,5-3,7 4,4-55 98,9-104,9 92,9-116,2
4 a 40 1,3 4
Acido Sérbico y=27882x + 101,64 0,9998 1,34 1,12 Derivados do Leite - - 1,3-1,6 3,0 - 91,3-103,0
Marmeladas 0,8-2,6 2,8-39 1,0 - 3,3 2,2-7,2 91,4-98,4 97,3-102,8
Tabela 3 — Resultados dos ensaios FAPAS realizados para avaliagcao da exatiddo do método.
- - Teor (mg/kg ou mg/L)  Recuperacdo  Desvio- Molhos (emulsionados e, 5 , 2.7 0,7-4,0 1,652 100,3 97,3 - 110,7
Descricao Analito ~ Z-score 3 ' ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
£ experimental tedrico (%) padrao (S) nao emulsionados)
Colabrnk Acido Benzsico 139,44 140 91,9 10,6 0,05 Produtos de Panificagao ' ' 14-45 0> ' 87,7
— — Produtos de Pastelaria 0,8-4,0 2,9 0,4-3,6 2,3 93,1 92,8
FAPAS 20109 Acido Benzdico 258,11 253 94.5 17,6 0,29
(Jam) Acido Soérbico 186,74 203 95,3 14,6 -1,11

= O método descrito na norma EN 12856 permitiu a obtencao de uma boa resolucao na separacédo de ambos os analitos (Fig. 1).

= Os valores de PG obtidos no Teste de Mandel e na Homogeneidade das Variancias foram inferiores ao valor da Distribuicao F de Fisher/Snedecor, o que permitiu validar
a gama de trabalho 4-40 ug/mL. Considerou-se como LOQ o 1° ponto da curva de calibracao, ou seja, 4 pg/mL e, o LOD como 1/3 do LOQ.

= Aavaliacado da linearidade do metodo incluiu a construcédo de curvas de calibracao (Fig. 2) a cada novo ensaio e a validacao destas envolveu a analise dos coeficientes

de determinacao (Tab. 1), r>>0,995, e dos residuos (Fig. 3), < 10%.

= (Os valores de repetibilidade (RSD,%) e precisao intermedia (RSDz%) foram inferiores a 5% para o acido benzoico e a 8% para o acido sorbico (Tab. 2). As taxas de

recuperacao variaram entre 80 e 120% (Tab. 2).

= (Os valores de z-score < 2 (Tab. 3), obtidos nos ensaios FAPAS, permitiram avaliar o método como sendo exato.

= A incerteza dos resultados foi calculada através dos resultados da preciséo intermeédia e da exatidao. A incerteza combinada expandida foi de 7% para o acido

benzoico, e 10% para o acido sorbico.

Conclusao

O método utilizado neste trabalho permitiu a determinacdo de ambos o0s
conservantes alimentares estudados, com precisdo e exatidao aceitaveis para
todas as matrizes alimentares analisadas.
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