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Visao geral

m Andlise de alimentos || ®® Andlise Quimica Analitica

— Envolve: separacao, identificacao e quantificacao de
componentes de uma amostra.

— Desenvolvimento de métodos: determinacao da
composicao quimica de materiais (amostras) e estudo da
teoria envolvida.
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Aplicacoes

Controle de qualidade (fabricacao e estocagem
do alimento processado).

Caracterizacao de alimentos In natura:
alimentos novos e desconhecidos

Pesquisa de novas metodologias analiticas.
Pesquisa de novos produtos.

Controle de qualidade dos produtos existentes.



Tipos de analise
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Tipos de analise
Exercicio extra sala

Procurar em artigos cientificos ou analises de rotina em
industrias

Preparar um slide por grupo — contendo referéncias
utilizadas

Sera escolhido um membro do aruno para anresentacao



Tipo de andlise

Analises classificadas de acordo
com a dimensao da amostra

0.0001 0.001 0.01 0.1



Tipo de constituinte

Analises classificadas de acordo
com a concentrag¢ao do analito

Tabela 3. Deposigido de residuos de aflatoxina, no figado e na
carcaca de alevinos de jundia, alimentados por 45 dias no ex-
perimento I, e por 35 dias no experimento 1, com ragdes com

Minoritario

Tragb -

Ultratraco

0.1 %

1 ppm
Nivel do analito

1 ppb

diferentes concentragoes (ppb kg! de ragdo) de um pool de

aflatoxinas.
Tecido analisado Residuo de aflatoxina Bl (ppb kg-'d: tecido)
Experimento |
0 41 90 204
Figado Nd MNd Nd MNd
Carcacga Nd Md 1.0 6.1
Experimento 11
0 350 757 1.177
Figado Nd L6 4,0 12,9
Carcaca Nd 1,8 3,1 6.7

(1IN0 detectado.

Fonte: LOPES et al., 2005.
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Gréfico 3 - Quantificacdo do gliten nos alimentos com rotulagem de

“contem gluten” (grupo CG).

Fonte: SILVA, 2010.




Etapas gerais em uma analise quimica

[ Formular questdo ]

( Selecdo do método )

Obtengao da amostra

Processamento da

amostra

A amostra é
soluvel?

Medida da propriedade
X

Calculo dos resultados

Estimativa da confiabilidade
dos resultados

Relatério de
interpretagao

Realizagdo da Dissolugdo

Quimica

Propriedade
mensuravel?

Mudanc¢a da Forma
Quimica

I

Eliminacdo das
interferéncias

|

Conclusao




Formular a questao

Propriedades
Fisicas

Concentraca
o de ferro

Concentraca
o de sadio

http://envolverde.cartacapital.com.br/onu-e-governos

Concentracao
de vitaminas

http://envolverde.cartac http://envolverde.cartac
apital.com.br/onu-e- apital.com.br/onu-e-
governos-combatem- governos -combatem-

Concentracao
ingestao-de-sodio-e- ingestao-de-sodio-e- ’
alimentos-processados/ alimentos-processados/ d e p rOte INAas



Selecionar procedimentos analiticos

1. Quantidade de amostra disponivel:

Classificacao para os métodos analiticos de acordo com o tamanho da amostra:

Classificacao Tamanho da amostra Tipo de métodos

Macro 20,1g Convencionais
Meso (Semimicro) 10—-100 mg

Micro 1,0-10 mg

Submicro 0,1-1mg

Ultramicro <0,1mg Instrumentais
Tracos 100 a 10000 pm (ppm)

Microtracos 107 =104 um

Nanotracos 10— 107 um



2. Quantidade do componente analisado:
Classificacao dos componentes em relacao ao peso total da amostra:

e Maiores: >1%

-~

&

Métodos
Convencionais

<

gravimetria e
volumetria

~

/

* Menores: 0,01 -1%
* Micro: <0,01%
* Tracos: (ppm e ppb)

/ Meétodos \

Instrumentais

equipamentos (pHmetro,
espectrofotdmetro,

\ HPLC, GC, NIRs...) /




3. Exatidao requerida:

Métodos classicos: exatidao de até 99,9% quando o
analito encontra-se em mais de 10% na amostra.

Em quantidades <10% a exatidao cai significativamente,
necessitando de Métodos mais exatos e sofisticados.

4. Composicao quimica da amostra: presenca de
interferentes.

 Determinacao de um componente predominante nao
oferece grandes dificuldades.

 Material de composicao complexa necessidade de efetuar
a separacao dos interferentes potenciais antes da medida.



5. Recursos disponiveis: nem sempre é possivel utilizar
melhor método:

$ Custo M Reagente
=Equipamento ¥Pessoal especializado
(OTempo

6. NUmero de amostras a analisar:

Muitas amostras — pode-se escolher métodos que requerem operacoes
mais demoradas e trabalhosas, como a calibracao de equipamentos,
montagem de aparelhos e a preparacao de reagentes, pois o custo
destas operacoes se distribui sobre o grande numero de amostras a
analisar;

Poucas amostras — sao preferiveis os métodos analiticos que permitem
reduzir ao minimo os preparativos preliminares e o custo da analise,
ainda que o mesmo seja mais trabalhoso.



Exemplo de metodologias padronizadas

= AOAC (Official Analytical Chemists International): consiste no
mais conhecidos e um dos mais completos compendium de
analise de alimentos, o qual contém praticamente todo o tipo de
analise (engloba produtos em geral) que se deseja realizar em
alimentos;

= AACC( American Association of Cereal Chemists): consiste no
compendium especifico de analise de cereais e seus subprodutos;

= AOCS ( American Oil Chemists’ Society): consiste no compendium
especifico de analise de 6leos, gorduras e seus subprodutos;



Standart Methods for the Examination of Dairy Products: consis
no compedium especifico de analise de leite e seus subprodutos;

Standart Methods for Examination of Water and Wastewater:
consiste no compedium especifico de analise de agua e residuos
aguosos.

Instituto Adolfo Lutz
LANARA (Laboratério Nacional de Referéncia Animal)

Metodologias especificas descritas em Resolucdes e Instrucoes
Normativas (Ministério da Agricultura, Ministério da Saude e
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)



Amostragem

= Objetivo: coletar uma porcao representativa para
analise (uma imagem mais proxima do universo
estudado);

= Simples ou complexa: certeza de que a amostra de
laboratorio é representativa do todo antes de realizar a
analise”

= Etapa mais dificil e a fonte dos maiores erros. A
confiabilidade dos resultados finais da analise nunca
sera maior que a confiabilidade da etapa de
amostragem” 17



Amostragem

Identificar a
populacio

Coletar uma Unidades de

amostra bruta |:> amostragem

i

Reduzir a amostra

bruta para nma amostra
de laboratorio

18
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Amostragem




Preparacao da Amostra

Exemplo 1: Determinacao de carotenoides em amostra de abobora

Filtracdo a
Vacuo com
éter
Maceragéo ;
. Secageme com ke }
Reducao triturac&o acetona \f
da amostra 7
Amostra 'TY:/'%
: N
EY ‘ ‘ ' \

* Analise em espectofotdmetro (450 nm)
« Curva de calibracao utilizando 3-caroteno como padrao

— ‘ -’/AI

Adicdode
sulfato de
sédio anidro

« Resultados expressos em base seca (mg de p-caroteno /100 g de amostra)

20



Preparacao da Amostra

Exemplo 2: Extracao de capsaicina em pimenta chili

Extracdao em fase sdlida

https://www.youtube.com/watch?v=CYyDVZPaZnq

21


https://www.youtube.com/watch?v=CYyDVZPaZng

Relatdrio de Interpretacao dos resultados

A obtencao de resultados analiticos confiaveis nao representa
o final da analise quimica: o objetivo da analise &€ sempre
alcancar alguma interpretacao ou decisao.

Tablke 5

The anticoddant capacities of mango seed kemel obtained from different extraction and hydraysis conditions.®

Cond itions Antioxidant efficiency Ferric thiocyanate method (1] Afsg) m’wxumy DPPH (Agg. 1/ECss) ABTS activity (rmmol of trolox/z)
Shaking (method 1) 0,07 4 + QU0 1‘!5 ﬂ.l.'-" 1.03 + i

Refluxing (method 2 0016 + 0000 1.14 + 002"

Acid hydrolysis (method 3) 0,019 + 0uDD0~ -A.IE :I: 141 001"

Means of three replicates + 50 (standard deviation ).
In each cohimn, different superscripts mean significant differences (P < 0L05) nditions.
* Dry weight hasis of the ariginal samiple of plant parts.

Valor + Desvio Padrio } 22




Erros analiticos

* Toda medida possui uma incerteza =2 Erro experimental

" Resultados podem ser expressos com alto ou baixo grau
de confianca, mas nunca com completa certeza

Erros sistematicos Erros aleatérios
(determinados) (Indeterminados)

23



Erros sistematicos ou determinados

= Resultantes de desvios constantes nos resultados num
mesmo sentido

= Podem ser: DETERMINADOS, EVITADOS ou
CORRIGIDOS

Aditivos - Constantes qualquer que seja o valor medido
Proporcionais = Proporcionais ao valor medido

24



Erros sistematicos

Reacoes incompletas e/ou paralelas
Erro do Método Co-precipitacio
Indicador

Erros L
Técnica correta e experiéncia -

operacionais _ - CAP
do analista minimizam

e pessoais

Falhas nos equipamentos e T

: vidraria volumétrica
Erros Instrumentais e Equipamentos n&o

erros de reagentes calibrados ou com calibracao
impropria
Reagente com impurezas

TTTT 7T
PLLRLL L]

TR

1111




Erros aleatorios ou indeterminados

= Resultantes de efeitos de variaveis descontroladas nas
medidas

= Variagoes sao INERENTES AO SISTEMA, IRREGULARES e
resultam em VARIABILIDADE

Nao podem ser
corrigidos

26



Tratamento estatistico de erros aleatorio

» Tratamento estatistico > Permite saber qual o valor mai
provavel e a precisao de uma série de medidas

= Distribuicdo de réplicas de dados = Aproxima da curva gaussiana

-------------------------- ‘ 1 x-n)

267

/Na auséncia de erros\
sistematicos, a média da
: : populacao (1) é o valor
""""""" verdadeiro para a
T uantidade medida
v lo:'lo . ; ” \ .

J

A
-

27



1. Valor médio (X)
E a soma dos valores medidos dividida pelo nimero de medidas (n)

X1 ‘I‘KE ‘I‘KS ‘I‘""l‘Kn
Il

X =

2. Desvio padrao (S)

Mede a proximidade dos valores agrupados em torno da média.
Assim, quanto menor for o desvio-padrao, mais perto os dados
estarao agrupados em torno da média

2(x—X
n—1

S =

28



3. Coeficiente de variancia (CV) ou desvio-padrao relativo percentual
(DPR)

Representa o desvio-padrao relativo em termos de porcentagem.
Estima a precisao de uma medida

s.100

X

CV ou DPR =

4. Variancia (S?)

Representa o quadrado do desvio-padrao

29



Precisao e Exatidao

Exatidao

Refere-se a concordancia da medida com um nivel de referéncia ou
valor conhecido (veracidade das medidas). Quanto menor o erro
relativo, maior a exatidao

(Valﬂrmedidﬂ o 1""]ralﬂ‘:rr-af:ervéll:t:ia} 100

(Valﬂrreferéncia)

Erro relativo =

Precisao

Refere-se ao grau de concordancia mutua entre as medidas
individuais, ou seja, a reprodutibilidade da medida. Quanto maior a
dispersao dos valores menor a precisao

s.100

X

CV ou DPR =

30




a b C d
°

Precisao e Exatidao

PRECISAO: NAO PRECISAOQ: SIM PRECISAO: NAO PRECISAO: SIM
EXATIDAO: NAO EXATIDAO: NAO EXATIDAO: SIM EXATIDAO: SIM

(

\_

Exemplo: O carboidrato presente em uma planta foi determinado |
pela analise de 5 réplicas da amostra, obtendo-se os seguintes
resultados: 11,9; 13,0; 12,7; 12,5 e 12,6 mg/g.

J

31



Avaliacao de resultados

1. Confiabilidade dos Resultados

2. Comparacao dos resultados com um valor verdadeiro
ou com outros conjuntos de dados

32



Curvas de calibracao

A - Padrao externo

Preparado separadamente
Calibrar instrumentos e procedimentos
Nao ha efeitos de interferéncia de componentes da

matriz

y=0,

0362x- 0,0206
R2 = 0,998

10 15
Quercetina (pg/mL)

20

25

Exemplo: curva de
calibracao para
analise de flavonoides
utiizando quercetina
como padrao.

33



A - Padrao externo

Série de padroes externos contendo o analito
(concentracoes conhecidas)

¥

A calibracao é realizada obtendo-se o sinal
(absorbancia, area do pico, altura, outros)

¥

Curva de calibracéo é preparada
(forma: grafico ou ajuste por meio de equagdo matematica)




v, Area do pico, unidades arbitrdrias

Método dos minimos quadrados

Residuo =
y;— (mx; + b)

5,0

4,0

3,0

1,0

0.5 1,0 1,5
x, Concentragdo de isoctano, mol %

CONSIDERACOES

v EXiste relacao
verdadeiramente linear
entre a resposta medida
e a concentracao do
padrao.

v Qualquer desvios de
pontos Iindividuais da
linha reta €& decorrente
de erros na medida.

35
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Consideracoes

Normalmente  prefere-
se procedimentos de
calibracao com uma
resposta linear

Resposta —-

Intervalo dinamico

A

/

Intervalo 30

A

linear | 7

s —— ———— —— — —

Cy Ca

Concentracao do analito —~

37



Consideracoes

Existe alguma restricao
para 0 calculo de uma
concentracdo de analito
desconhecida utilizando-
se uma curva de
calibrac&o?

Reta obtida pelo —— — —
método dos minimos A 57
quadrados P Al

O minimo de incerteza
em x é no centro

Ponto de dados | £
experimentais o
\ '

Vi Centro dos dados
medidos (X, ¥)

A incerteza em x
aumenta quando a

distancia em relagéo
———— ao centro aumenta

38



B - Adi¢cao de padrao

« Quando adiciona-se um volume pequeno de
padrao concentrado a uma amostra desconhecida,
a concentracao da matriz nao muda.

« A partir do aumento de sinal deduzimos quanto de
analito estava presente na amostra original.

« Extremamente utii quando a composicao da
amostra € desconhecida ou complexa e afeta o
sinal do analito.

=» Matriz: tudo que existe na amostra além do analito.

=>» Efeito da matriz: mudanca no sinal analitico causado por

qgualquer coisa na amostra diferente do analito.
39



B — Adicao de Padrao

Exemplo do efeito de matriz: analise de perclorato (CIO4 )

Concentracao de perclorato > 1,8ug/L: pode reduzir a producéo
do hormonio da tiredide. Consideragt")es

o
l

v  Aguas provenientes de
diferentes fontes possuem
concentracOes  diferentes

. de anions.

v' Nao existe uma maneira de
produzir, para esta analise,

Matriz = 4gua reagente

Area relativa do pico do espectro de massa
N

Matriz < &gua comur uma curva de calibracao
iy ot A NS R '
T s e gue se apligue a qualquer

Perclorato (jig/l.) t|p0 de é.g ua 40



B — Adicao de Padrao

Tipos de métodos de adicao do padrao

A) Método de adicao de padrao de um unico ponto.

» Amostra com concentracao Inicial desconhecida de
analito [X;]: intensidade do sinal I,

» Concentracao conhecida de padrao (S) e adicionada a
uma aliquota da amostra: intensidade do sinal Ig,, €
observada.

concentracdo de analito na solucdo inicial sinal da solucdo inicial

concentracdo de analito mais padrio na solucdo final sinal da solucao final

41



B — Adicao de Padrao

B) Método das adicGes multiplas.

» Adicao de quantidades
... . oo oo nt st conhecidas de uma
solucao padrao em varias
porcoes da amostra para
um volume constante.

Sinal analitico

™ Leitura da amostra
desconhocida sem a X
adicio do padrio o

Lyl | Lot M 1 1
0,04 ~0,02 0 002 > 0,04 0,06
Concentragdo de analito adicionado, (S}, (M

42




C — Padrao Interno

v Quantidade conhecida de uma espécie que atua
como referéncia é adicionada a todas as amostras,
padroes e brancos.

v’ SAo especialmente Uteis para analises em que a
guantidade de amostra analisada ou a resposta do
Instrumento varia ligeiramente a cada analise por
razOes dificeis de se controlar.

v Quando a resposta relativa de um instrumento ao
analito e ao padrdo permanece constante num
determinado intervalo dizemos que a resposta é
linear

43



C — Padrao Interno

v Pode ter varios tipos de erros sistematicos e
aleatorios.

v Se 0s sinais do analito e do padrao interno
respondem proporcionalmente as flutuacoes
aleatorias do meéetodo instrumental, a razao entre
esses sinais é independente destas flutuacoes.

v Se 0s dois sinais sao afetados da mesma
maneira pelos efeitos da matriz , o efeito da
matriz também é minimizado.

44



C — Padrao Interno

X
Separacao cromatogréfica da 1 s
amostra desconhecida (X) e # )
padrao interno (S). s d
", . L
(0 5l 10
Tempo (min)
Area do sinal area do sinal
Fator de do analito e do padrido _‘fl_X_ Lop ( _é§_ )
resposta:  Concentracio concentragdo [X] [S]
do analito do padrao

45



Consideracoes sobre Padroes

Padrao externo

Adicao de padrao

Padrao interno

Apenas o padrao utilizado
para construcdao da curva
de calibracao.

O padrao é a mesma
substancia que o analito.
Quantidades conhecidas do
padrao sao adicionados a
amostra.

O padrao é uma substancia
diferente do analito.

O padrdao é adicionado a
amostra desconhecida

O sinal do analito ¢é
comparado com o sinal do
padrao interno.
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