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RESUMO

O cacau é uma das sementes mais consumidas no mundo especialmente como
ingrediente de chocolates, bolos e bebidas. Apesar do elevado consumo do chocolate estar
relacionado com os aspetos sensoriais, a presenga de compostos farmacologicamente ativos é
também, atualmente, uma razdo para o interesse e consumo deste produto. Dos varios
compostos presentes no chocolate, as metilxantinas, principalmente a teobromina é conhecida
pelos seus efeitos psicoativos, dai o interesse da sua determinacdo em amostras de cacau.

De modo a fazer face as necessidades do mercado, o presente trabalho teve como
objetivo a implementacao e validagdo de uma metodologia analitica para a determinacao de
teobromina em amostras de cacau e seus derivados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, no laboratério de Quimica da empresa SGS, expandindo desta forma as
capacidades da empresa nesta area.

O método de analise usado foi publicado pelo “Journal of the Association of Public
Analysts” e os par@metros de validacdo definidos para este método englobaram linearidade,
limites de detecéo (LD) e de quantificagcdo (LQ), repetibilidade, precisdo intermédia e exatidao
de forma a garantir fiabilidade nos resultados analiticos obtidos.

Os resultados mostram que o método é linear para uma gama de trabalho entre 25,0 e
300,0 mg/L de teobromina. O método permite detetar e quantificar o analito a partir de 8,1 mg/L
e 24,3 mg/L, respetivamente. O meétodo de HPLC apresentou repetibilidade e precisédo
intermédia aceitdveis, com coeficientes de variacdo inferiores a 2% e 5% respetivamente. A
exatiddo do método foi aferida recorrendo a ensaios de recuperacdo, tendo-se obtido
percentagens de recuperacédo entre 96-99%.

Palavras — Chave: Teobromina, Quantificagdo, HPLC, Implementac¢éo, Validacao
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ABSTRACT

Cocoa is one of the world most consumed seeds especially as an ingredient of
chocolates, candies, pastries and beverages. Despite its high consumption, being related to the
sensory aspects, the presence of pharmacologically active compounds is also one reason for
the interest and growing consumption of this product. Among the various compounds present in
chocolate, methylxanthines, especially, theobromine is known for its psychoactive effects.

In order to meet market needs, this work aims the implementation and validation of an
analytical methodology for the determination of theobromine in cocoa samples and derivatives
by high performance liquid chromatography in the chemistry laboratory of SGS, thereby,
expanding the company's capabilities in this area.

The analysis method used was published by the "Journal of the Association of Public
Analysts" and the validation parameters defined for this method encompassed linearity, limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ), repeatability, intermediate precision and accuracy in
order to ensure reliability in the analytical results.

The results showed linearity in the range of concentrations from 25.0 to 300.0 mg/L.
This method allowed to detect and quantify the analyte from 8.1 mg/L and 24.3 mg/L,
respectively. The HPLC method had acceptable intermediate precision and reproducibility with
coefficients of variation lower than 2% and 5%, respectively. The method accuracy was

checked with recovery assays, giving recovery percentages of 96-99%.

Keywords: Theobromine, Quantification, HPLC, Validation, Implementation
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Validagdo da Determinacéo de Teobromina em amostras de cacau e seus derivados por HPLC

1. OBJETIVO E ORGANIZACAO DO TRABALHO

1.1. ENQUADRAMENTO

Embora o consumo do chocolate seja principalmente associado a sua carga emocional
e psicolégica, nos ultimos 50 anos este produto tem ganho visibilidade perante os seus
beneficios para a saude.

Segundo a ACHOC, Associacdo das Industrias de Chocolate e Confeitaria, em 2012,
as vendas de chocolate em Portugal cresceram 1,5%, em valor, e 3,3%, em volume, face ao
ano anterior, tendo, nesse mesmo ano exportado um total de 10,8 milhdes de euros de
chocolate e outros alimentos contendo cacau e importou 150,8 milhdes, principalmente de
mercados europeus. Os portugueses consomem em média 1,9 quilos per capita por ano, um
valor reduzido quando comparado com outros paises.

Por exemplo, em Espanha ou Itdlia 0 mesmo consumo ultrapassa os 3 quilos e em
paises como a Inglaterra ou Alemanha, é de cerca de 10 quilos por ano. Nesses paises 0
chocolate é considerado um alimento ideal para ser consumido a meio da manha ou durante a
tarde, como um complemento, ou suplemento nas refeicbes basicas. Em Portugal este produto
era visto principalmente como uma prenda ou gratificacdo, mas nos Ultimos anos o seu
consumo tem aumentado devido a sua associacéo aos efeitos benéficos para a sadde.

A teobromina, um composto presente no chocolate tem gerado um interesse crescente
na comunidade cientifica pelas recentes descobertas associadas aos seus efeitos psicoativos e
benéficos para a saude. Aliado a este facto, os regulamentos em vigor na Europa, especificam
as quantidades minimas de cacau numa vasta gama de produtos derivados de cacau, o que
incentivou os fabricantes de chocolate e laboratorios de investigacao a realizarem analises de
rotina a este tipo de produtos, sendo possivel, através de um fator de conversao, determinar os
sélidos totais de cacau isentos de gordura, a partir da determinagéo de teobromina.

Fazendo face as necessidades do mercado este trabalho teve como objetivo a
implementacdo e validacdo de uma metodologia para a determinacdo de teobromina em
amostras de cacau e seus derivados no laboratério de Quimica da SGS Portugal.

Para a validacdo do método, o processo utilizado consiste em confirmar que o
procedimento analitico utilizado para um teste especifico € adequado para o uso pretendido.

Segundo o guia utilizado para a validagao, guia Relacre, os requisitos minimos para a
validacéo, dependem do tipo de método analitico em estudo. Tendo em conta que no presente
estudo o método a validar € uma técnica de ensaio conhecida, descrita em literatura cientifica,
mas nao existindo norma de ensaio correspondente, os parametros minimos, a considerar no
presente trabalho sao:

Gama de Trabalho/Linearidade;

Limiares analiticos (Limite de detecdo e Limite de quantificacao);
Sensibilidade;

Precisdo (Repetibilidade, Reprodutibilidade e Precisao Intermédia);
Exatid&o;



Objetivo e Organizacdo do Trabalho

Os resultados de validacdo do método sédo usados para avaliar a qualidade, fiabilidade e

consisténcia dos resultados analiticos.

1.2. ESTRUTURA

No Capitulo 1 faz-se o enquadramento l6gico do trabalho e é apresentada a estrutura do
mesmo.

No Capitulo 2 é abordada toda a reviséo bibliogréfica referente aos temas abordados
durante o desenvolvimento do trabalho. Este capitulo inicia-se com a descricdo dos processos
que envolvem o fruto cacau, desde a sua colheita ao produto final, o chocolate, bem como a
sua composi¢do nutricional. Uma vez que este trabalho tem como objetivo a validacdo da
determinacdo de teobromina pelo método de HPLC, neste capitulo de revisdo bibliografica a
teobromina, o HPLC e a validacdo de métodos também serdo abordados.

O Capitulo 3 carateriza a empresa Sociedade Geral de Superintendéncia, S.A. — SGS

No Capitulo 4 é apresentado todo o desenvolvimento experimental que permitiu a
posterior validacdo do método. Neste capitulo sdo referidos os estudos preliminares a
validacéo do método e os resultados decorrentes do desenvolvimento deste trabalho.

No Capitulo 5 é apresentado o desenvolvimento da validagdo do método.

No Capitulo 6 sdo apresentadas as principais conclusdes acerca do trabalho

desenvolvido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DAPLANTA AO CHOCOLATE
2.1.1. Introducao

O nome cientifico Theobroma cacao foi atribuido, em 1753, pelo botanico suico Carl
Linnaeus, aquando a publicacdo do seu famoso livro “Species Plantarum”. A arvore do cacau,
Theobroma cacao L. pertencente a familia das Sterculiaceae, cresce numa zona geografica
limitada, 10 graus para norte e sul do equador, em particular na América Central, América do
Sul, Africa e llhas do Oeste da india (Paoletti et al., 2012).

Existem trés importantes variedades de cacau: Forastero, Criollo e Trinitario. A
variedade Forastero é muito produtiva e resistente, sendo a que representa 95% da producéo
mundial de cacau. A Criollo proporciona sementes de cacau muito aromaticas, mas devido a
sua sensibilidade perante as mudancas climatéricas, é muito propicia a doencas e pragas,
fazendo com que o seu rendimento seja muito baixo. Trinitario € um hibrido entre Criollo e
Forastero, e apresenta caracteristicas de ambas as variedades (Watson et al., 2013).

Em cada arvore de cacau podem nascer 35.000 e 116.000 flores por ano, sendo que
menos de 5% sé&o polinizadas e menos de 1% desenvolvem uma fruta madura. Dependendo
do genétipo do fruto de cacau este mostra cores e formas diferentes e o tamanho pode variar
entre 0os 15 cm e 30 cm de comprimento. Um fruto do cacaueiro pode conter 50 sementes que
estdo ligadas a uma placenta e rodeadas por uma polpa que contém cerca de 10,0-13,0% de
agucar, 1,0% pectinas e 1,0-2,0% de &cido citrico. A composi¢cdo média das sementes de
cacau, em matéria seca é de 40,0-60,0% de manteiga de cacau, 10,0-15,0% de proteinas,
6,0% de amido, entre 0,9-1,4% de teobromina e 0,2% de cafeina (a espécie Criollo pode conter
até 1,3%) e 5,0-9,0% flavondides. A composi¢do interna é influenciada pela espécie, condigbes
agronémicas e origem. A fim de se obter o sabor de chocolate desejado, as sementes e a
polpa tém de ser separadas e tratadas posteriormente (Paoletti et al., 2012).

O tratamento inicial das sementes de cacau tem inicio na colheita dos frutos maduros,
pois considera-se que tem efeitos benéficos na qualidade e sabor dos grdos durante a
fermentacéo e posterior processamento (Afoakwa, 2010).

Durante a sua abertura é necessario extremo cuidado para ndo danificar as sementes,
uma vez que quando danificadas sdo mais propensas a ataques de fungos, podendo estes
microrganismos filamentosos conduzir & produgdo de micotoxinas tais como ocratoxina A
(Watson et al., 2013).
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2.1.2. Importancia do cacau na medicina ao longo dos

tempos

A utilizacdo do cacau como produto natural medicinal ja vem desde os Astecas, estes
povos utilizavam os grdos de cacau formados nas vagens do cacaueiro para acalmar
problemas de estbmago e intestinais, diarreia infantil, reduzir a febre, estimular a forca nas
pessoas mais fracas (Paoletti et al., 2012).

Na Europa a relacéo do chocolate e a medicina data as viagens de Cristévdo Colombo
nas descobertas ao Novo Continente. Naquela época muitos e novos alimentos invulgares
comecaram a aparecer nas mesas de jantar dos europeus, entre eles o chocolate, sendo que a
sua aceitacdo ndo tenha sido de todo imediata. Nesses tempos o chocolate era visto como um
produto “indigena”. Inicialmente era considerado pecaminoso e perigoso, por ser um produto
preto quente e picante diziam que evocava as profundezas do inferno (Lippi, 2009).

Desde cedo adquiriu uma reputacdo intrigante, acabando por ter uma conotacao
positiva. O conquistador Hernan Cortés escreveu a coroa espanhola dizendo que era uma
bebida milagrosa “um copo da forca suficiente a um soldado para marchar todo o dia” (Lippi,
2009).

Devido aos efeitos euforicos do chocolate a uma dada altura o seu consumo SO era
permitido por raz6es medicinais, como tal os médicos apressaram-se a afirmar que o cha, café
e principalmente o chocolate eram substancias saudaveis, impulsionando o lucrativo comércio
de importagéo deste produto exético (Lippi, 2009).

O consumo do chocolate tornou-se conhecido principalmente no sul da Europa, mas a
sua popularidade nédo foi generalizada, ficando limitada a elite social. Nesta época néo existia
um consenso na classe médica sobre os efeitos medicinais deste produto.

Os primeiros autores a documentar o consumo de cacau e chocolate com fim
terapéutico tinham como base a experiéncia do povo do Novo Mundo (nome dado ao
continente americano apés a conquista de Cristovdo Colombo). Em 1536, M. de La Cruz,
professor num colégio que foi fundado na cidade do México, pelos espanhdis, confirmou que o
chocolate era utilizado no tratamento de anginas, constipagBes, problemas dentérios,
indigestao, fadiga entre outras doencas. Ao contrario dos padres que visitavam o novo mundo
(América) e viam os seus habitantes como selvagens e de costumes impios, um monge
espanhol, Bernardino de Sahagun, ficou curioso com a cultura medicinal mexicana e registou
muito do seu conhecimento no manuscristo “Florentine Codex”, que ainda hoje se encontra
preservado em Florenca. Este manuscrito advertia para os efeitos de um consumo excessivo
da bebida, mas recomendava o seu consumo com moderacdo, uma vez que a bebida era
revigorante e refrescante. Se o padre Agustin Davila Padilla afirmava que o consumo deste
alimento curava doencas dos rins, Francisco Hernandez, em 1577, escreveu que a pasta de
cacau pura preparada como bebida era utilizada no tratamento de febre e doengas do figado
(Lippi, 2009; Watson et al., 2013).
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Quando o consumo do chocolate se expandiu para o Sul da Europa as afirmacdes
sobre este alimento deixaram de se basear apenas no seu uso pratico assumindo um debate
sobre as suas caracteristicas médico-filoséficas, tipica do Galenismo, que ainda era um ponto
de referéncia incontornavel na pratica médica da época (Lippi, 2009).

Nos séculos XVII e XVIII o conceito de ciéncias médicas ainda estava muito envolvido
na abordagem Hipdcrates-Galeno, sendo que a salde era o resultado da eucrasia dos quatro
fluidos corporais, sangue, muco, bilis amarela e bilis preta, sendo-lhes atribuidas disposicdes e
gualidades: quente, frio, himido e seco. A terapia utilizada era a terapia alopatica, uma forma
de medicina alternativa, que acreditava que “opostos curam opostos”. O médico determinava a
natureza da doenca e escolhia o remédio adequado. Se a natureza da doenca fosse frio 0 seu
tratamento seria feito com remédios quentes, se o alimento fosse seco o remédio teria de ser
hamido e sempre nesta ordem de ideias. Perante estas condicdes era necessario perceber a
verdadeira natureza do chocolate e as substancias adicionadas aquando a preparacdo da
bebida, bem como as suas qualidades, possibilitando assim o uso deste alimento como
remédio (Watson et al., 2013).

No seguimento desta terapia Santiago de Valverde Turices discriminou a qualidade fria
do cacau relativamente a quente e seca do chocolate, tendo de ser entdo usado para doencgas
frias e hiumidas (Watson et al., 2013).

Em 1624 o cacau foi considerado um auténtico remédio uma vez que a sua toma em
pequenas quantidades tinha efeitos benéficos para o estbmago e em grandes quantidades era
benéfico a nivel pulmonar (Lippi, 2009).

A discussdo em torno do uso medicinal do cacau espalhou-se fora dos limites da
Espanha e chegou ao Reino Unido onde se dizia que o chocolate deveria ser consumido uma
ou duas vezes por dia de modo a aliviar o cansago provocado no trabalho e afirmavam também
que a ingestdo do 6leo de cacau era eficaz no tratamento de envenenamento por cravagem do
centeio (Lippi, 2009).

Durante o século XVIIlI ainda foram muitas as declaracdes sobre o uso medicinal do
cacau e do chocolate entre as quais, Carl von Linné (Linnaeus) botanico suico, registou
qualidades do chocolate, como alimento e como substancia terapéutica. Linnaeus identificou
trés tipos de doencas em que o chocolate poderia ser usado de forma adequada: na perda de
peso, como consequéncia de doengas pulmonares e musculares, hipocondria, e hemorréidas,
acrescentando também que era um excelente afrodisiaco, confirmando uma tradicdo ja
existente na pré- cultura colombiana (Lippi, 2009; Watson et al., 2013).

O nome cientifico Theobroma cacao foi atribuido ao cacau em 1973 pelo boténico suico
referido anteriormente, Carl Linnaeus, aquando a publicacdo do seu famoso livro Species
Plantarum. O termo genérico Theobroma significa “alimento” (do Grego broma=alimento) “dos
deuses” (do Grego Theos” deuses) e cacao deriva da palavra asteca “xocolatl, do “xococ”
(amargo) e “atl” (agua) (Paoletti et al., 2012).

O século terminou com o trabalho de Antonio Lavedan, que alegou, novamente na

base da tradicdo anterior, que o chocolate era uma espécie de medicina universal, uma vez



Reviséo Bibliografica

que estimula o calor natural e o coracao, diminui a flatuléncia, cura constipacdes, ajuda a
digestdo, aumenta a virilidade, e abranda o crescimento do cabelo branco, prolongando
significativamente a vida (Watson et al., 2013).

Quando os livros de cozinha e dietética deixaram de ser subclasses de livros de
medicina e adquiriram uma identidade diferente, resultado da época do lluminismo Francés, a
investigacdo da terapia e do gosto seguiram caminhos distintos, o que fez com que o
chocolate, anteriormente tdo vangloriado pelas suas capacidades medicinais, fosse rebaixado
ao papel de excipiente, substancia farmacologicamente inativa. Como consequéncia, com o
passar dos tempos adquiriu uma conotacdo negativa, sendo-lhe associada a obesidade,
problemas dentarios e estilo de vida pouco saudavel (Lippi, 2009; Watson et al., 2013).

Este alimento que durante séculos, fora elogiado pelas suas capacidades medicinais,
ainda que misticas, no inicio do século, passou a ser comercializado apenas como um alimento
saboroso (Paoletti et al., 2012).

A conotagdo positiva que lhe foi caracteristica durante séculos, voltou apenas nos
Ultimos anos, a partir de 1950, recuperando positivamente paginas das revistas cientificas
internacionais, restaurando assim o valor que Linnaeus deu ao chocolate quando o chamou de
“Alimento dos Deuses” (Paoletti et al., 2012; Watson et al., 2013).

A partir da segunda metade do século 20, procurou-se provar os beneficios do
chocolate anteriormente descritos. Através das ciéncias biomédicas comegou-se a avaliar
experimentalmente o potencial do chocolate no alivio de problemas de salde, tal como se fazia
para os farmacos. Ensaios experimentais cada vez mais complexos, com base em varios
centros clinicos controlados eram realizados de modo a identificar padrdes (Paoletti et al.,
2012).

Nesta época a eficacia terapéutica dos remédios e das praticas médicas foi
reformulada dentro do molde de Medicina Baseada em Evidéncias. A partir de 1990 a tomada
de decisbes sobre o cuidado dos pacientes era feita com decisdes conscientes e explicitas,
baseada em factos. A experiéncia clinica era combinada com evidéncia biomédicas recém-
suportadas obtidas através de pesquisas bibliogréficas sisteméticas para garantir a prestacao
dos cuidados de salde com elevada qualidade. Dai a necessidade de examinar todos o0s
supostos beneficios do chocolate num contexto cientifico e médico (Paoletti et al., 2012).

Os primeiros estudos realizados estavam relacionados com a riqueza em glicidos e
gordura, pois os compostos fendlicos naturais do chocolate impediam a rancificagdo das
gorduras diminuindo assim a necessidade de adicdo de conservantes, que poderiam trazer os
seus proprios riscos para a salde (Paoletti et al., 2012).

No final do século XX os efeitos afrodisiacos do chocolate foram estudados. Quando as
pessoas estdo apaixonadas hd um aumento dos niveis de feniletilamina, embora que em
pequenas quantidades o chocolate contém esta substancia. O consumo de chocolate também
promove aumentos da concentrac@o de serotonina, que é 0 neurotransmissor que atua no
cérebro provocando a sensagdo de sentimentos agradaveis ApOs 0 seu consumo também

ocorre a libertacdo de anandamida, provavelmente responsavel pelo estado de euforia sentido
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por algumas pessoas ap6s o consumo deste alimento. Todas estas alteracdes
psicofarmacolégicos podem contribuir para percebidos efeitos afrodisiacos de chocolate
(Paoletti et al., 2012).

O consumo de chocolate sempre esteve associado com obesidade, diabetes ou caries.
Em 1996 Waterhouse et al. publicaram um artigo afirmando que o cacau e chocolate
comerciais eram uma fonte de polifendis, principalmente os flavondides, como a catequina,
epicatequina e procianidinas, e que estes compostos tinham um efeito consideravel na
protecéo contra a oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), sendo esta oxidacéo a
principal responsavel pela aterosclerose (Fernandez-Murga et al., 2011; Watson et al., 2013).

A atividade antioxidante dos flavondides de cacau é atribuida a sua capacidade de
neutralizar os radicais livres e inibir as enzimas responsaveis pela producado de espécies
reativas de oxigénio. A quercetina, um flavonéide em menor quantidade no cacau, e outros
compostos que ndo flavondides presentes no cacau, particularmente as metilxantinas,
contribuem para a sua actividade antioxidante (Watson et al., 2013).

A aterosclerose é considerada como um processo inflamatério crénico de baixo grau,
resultante de interacdes entre as lipoproteinas do plasma, componentes celulares e da matriz
extracelular da parede. As lipoproteinas de alta densidade (HDL) exercem fun¢bes anti-
inflamatérias, enquanto que, as lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDL - ox),
lipoproteinas de muito baixa densidade e lipoproteina A sao lipoproteinas aterogénicas que
desempenham um importante papel nas rea¢cdes poés inflamatérias. Portanto um aumento das
concentracdes séricas de HDL, a reducdo de niveis de concentracdo de LDL e a inibicdo da
oxidacdo das particulas de LDL previnem o desenvolvimento de aterosclerose (Khan et al.,
2012).

Uma dieta saudavel e altera¢gBes no estilo de vida sdo o primeiro passo na prevenc¢éo de
doencgas cardiovasculares. Outro fator que tem sido associado a reducao de risco de doenca
cardiaca coronaria € o consumo de alimentos ricos em polifendis, entre eles o cacau e seus
derivados. Um estudo realizado por Khan et al. no qual participaram 42 pessoas com elevado
risco cardiovascular, cujo objetivo era que durante 4 semanas, metade dos individuos
consumisse 40 g de cacau e 500 mL de leite magro por dia e outra metade consumisse apenas
o leite. Neste estudo verificou-se que no grupo de pessoas que consumiu cacau e leite a
concentracdo de HDL aumentou comparativamente aos individuos que consumiram apenas
leite. Com este estudo foi possivel demonstrar que o consumo de polifenéis de cacau pode
contribuir para um aumento na concentracdo de HDL e que este aumento, em conjunto com a
protecdo antioxidante dos polifendis incorporados em particulas de LDL, pode reduzir os niveis
de LDL oxidado, principal responsavel pelo desenvolvimento de aterosclerose. Sendo que a
principal conclusédo deste estudo € que o consumo regular de cacau é uma ferramenta (til
contra fatores de risco para o desenvolvimento da doenga cardiaca coronaria (Khan et al.,
2012).
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A reducdo da pressdo arterial e a actividade anti-inflamatéria do chocolate preto
sugerem-no como sendo um agente terapéutico e preventivo, sendo que ha estudos
epidemiolégicos que sugerem a sua associacdo na protecao contra a doenca arterial coronaria.
Além de todos os beneficios associados ao chocolate preto este € o menos calérico e deve ser
consumido com limite de 50 g por semana (Di Castelnuovo et al., 2012).

Outra abordagem realizada aos beneficios do cacau prende-se na sua prevencao contra o
cancro. Estudos realizados em animais mostraram que 0 cacau e 0S Seus principais
componentes fenodlicos podem prevenir e/ou retardar o inicio ou progressao de diferentes tipos
de cancro, tais como, o cancro da prostata, figado, cdélon, leucemia, etc. Além disso, varios
estudos realizados em humanos relatam algumas mudancas favoraveis nos biomarcadores. No
entanto, estudos adicionais devem de ser conduzidos de modo a avaliar o potencial do cacau,
bem como em a dose 6tima. Em geral estes estudos sugerem que a ingestdo diaria de
pequenas quantidades de flavondides e procianidinas de cacau ou chocolate, em conjunto com
a ingestdo habitual de flavondides provenientes de outros alimentos, previne o cancro com 0
minimo de toxicidade (Martin et al., 2013).

A histéria do chocolate a nivel de interesse biomédico é recente, uma vez que o estudo
dos mecanismos de protecao s se iniciou na década de noventa do século XX. Apesar disso,
em menos de duas décadas ja existe uma quantidade substancial de literatura sobre a
composicado e propriedades do chocolate e seus flavonodides. No entanto, existem ainda
inconsisténcias importantes que requerem esclarecimentos, especialmente a nivel
epidemiolégicos. Esta mistura de expectativas e inconsisténcias garante o interesse continuado
de pesquisa nesta area. Enquanto isso, deve ser tomado cuidado antes de recomendar o
consumo de chocolate, em particular a individuos em risco, tais como as pessoas obesas e
com diabetes, pois o processo de producdo do chocolate, especialmente chocolate de leite,
inclui agdcar, bem como outros produtos que aumentam o contedido calérico (Ferndndez-Murga
etal., 2011).

2.1.3. Tecnologia pos-colheita

2.1.3.1. Fermentacao

A fermentacdo inicia-se na polpa, onde a actividade microbioldgica leva ao inicio de
varios processos bioquimicos, importantes para o desenvolvimento do sabor no interior dos
graos, processo que continua durante a fase de secagem (Watson et al., 2013).

O principal objetivo do processo de secagem é a obtencdo de sementes de cacau,
microbiologicamente estaveis, por desidratacdo numa extensdo em que 0 crescimento
microbiano se torne impossivel. O teor de 7,2% de agua € o limite de seguranca estabelecido.
Durante o processo de secagem a disponibilidade de agua diminui, o que implica a diminuicdo
dos microrganismos capazes de se desenvolverem nestas condi¢cfes, observando-se, uma

reducdo acentuada no nudmero de células viaveis e de esporos. Muitos fungos, tais como
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Aspergillus spp., Penicillium spp., sdo capazes de crescer quando o valor da actividade da
agua é baixo, e caso a reducdo do teor de humidade durante a secagem, seja demasiado
lenta, estes irdo crescer, o que pode resultar na formacdo de sabor desagradavel e formacéo
de micotoxinas (Watson et al., 2013).

Durante a fase inicial da fermentacdo, as condigbes sao favoraveis ao crescimento de
determinados microrganismos devido a elevada concentracdo de aclcares, ao meio acido
proveniente da elevada concentracdo de acido citrico e ao elevado teor de pectina e outros
polissacaridos que tornam a polpa viscosa limitando assim a disponibilidade de oxigénio
(Watson et al., 2013).

Os microrganismos presentes na polpa, tais como leveduras e bactérias do acido
acético e do acido lactico metabolizam os agUcares em etanol. Subsequentemente, parte do
etanol é oxidado pelas bactérias do acido acético, por meio de uma reagdo exotérmica,
provocando um aumento na temperatura durante a fermentacdo, 55°C (Paoletti et al., 2012;
Watson et al., 2013).

O etanol e os &cidos penetram na semente e esta alteracdo de pH e temperatura
aceleram a morte da semente, isto é, a destruicdo do poder germinativo; as células da parede
da semente também s&o destruidas iniciando-se assim, no interior da semente, processos
bioguimicos que sédo os precursores do sabor no chocolate final (Beckett, 2009; Afoakwa,
2010).

Esta etapa ocorre durante 2-8 dias e é determinante para a boa qualidade dos graos de
cacau (Beckett, 2009).

2.1.3.2. Secagem

A fermentacdo € interrompida através da secagem das sementes, nesta etapa
pretende-se diminuir a humidade inicial 40-60% para uma humidade de 6-7%. A secagem pode
ser realizada ao ar ou através de secadores. Ao ar, ha o risco de contaminagdo das sementes
pelo ambiente ou insetos, pelo que devem ser tomadas as devidas precau¢des no seu
manuseio quando chegam a fabrica de processamento. Quando se utiliza gas proveniente de
madeira queimada, pode haver fugas de fumo da combustdo dando um sabor desagradavel as
sementes impedindo a sua utilizagc&o, pelo que os secadores de ar forcado séo uma opgéo
mais segura (Afoakwa, 2010; Watson et al., 2013).

Durante a secagem, continuam-se a desenvolver processos bioquimicos iniciados
durante a fermentacgdo, importantes para o desenvolvimento da cor e sabor dos grdos de
cacau, sendo uma etapa essencial para a producdo de chocolate de boa qualidade (Watson et
al., 2013).

A fermentagéo e a secagem sao etapas onde é necessario um extremo cuidado, uma
vez que nenhum outro processamento posterior € capaz de corrigir falhas existentes durante a

fermentacéo e/ou secagem (Beckett, 2009).
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Apébs a secagem adequada, as sementes de cacau, passam a denominar-se por graos
de cacau, pois nesta etapa as sementes ja foram sujeitas a fermentacdo e secagem
(Jumnongpon et al., 2012).

Os graos estdo prontos para serem comercializados como a matéria-prima para a
producéo de derivados de cacau. Normalmente, os gréos sdo armazenados e transportados
em sacos de juta ou a granel. Apesar de alguns paises produtores de cacau terem
estabelecido industria para processamento dos graos, grande parte dos graos fermentados e
secos sdo exportados diretamente para a Europa, Estados Unidos, Japdo e outras partes do
mundo industrializado (Watson et al., 2013).

2.1.3.3. Preparacdo do processamento da matéria-prima

Ap6s a chegada a fabrica de processamento, os grdos sao limpos para remover
metais, pedras e outros materiais estranhos que possam contaminar o produto. Esta etapa é
realizada num edificio diferente da etapa da torra dos gréos, pois se a matéria-prima estiver
contaminada, com este procedimento os graos torrados ndo sdo contaminados (Beckett, 2009;
Afoakwa, 2010).

Os gréos limpos séo entédo quebrados, de modo a separar a casca exterior do grao de
cacau, as conchas sdo reaproveitadas para cobertura de solos agricolas ou utilizadas para
adubar (Afoakwa, 2010).

2.1.3.4. Esterilizacao

A esterilizacdo é a etapa onde os gréos de cacau sd0 expostos a temperaturas
suficientemente altas e durante o tempo necessario para destruir todos 0s microrganismos que
estejam a contaminar os grdos provenientes de etapas anteriores e do seu manuseio. Este
processo pode ser efetuado em lotes ou em continuo, por humedecimento ou aquecimento
com vapor de agua garantindo assim que a contagem total em placa diminui para 500 UFC/g e
gue todos os patogénicos sdo destruidos. A esterilizacdo pode ser realizada antes ou depois
da torra dos graos, pois apesar de a torragem ser feita a elevadas temperaturas podem existir

esporos ou bactérias resistentes ao calor (Afoakwa, 2010).

2.1.3.5. Alcalinizacao

A torra dos gréos, pode ser realizada diretamente, ou entdo podem ser sujeitos a um
processo de alcalinizacéo. A alcalinizagdo foi um método introduzido pela primeira vez por um
holandés conhecido como Van Houten, em 1928 dai que seja chamado de processo
“Dutching”. Este processo consiste no tratamento dos grédos de cacau com a pulverizagdo de
uma solucao alcalina, tal como hidroxido de potassio ou carbonato de sddio, fazendo assim
com que o pH &acido dos gréos (5,2 — 5,6) passe a neutro. Como tal, apds a alcalinizacédo os

graos ficam com pH entre 6,8 e 7,5. A alcalinizagdo termina com uma secagem lenta com
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temperatura inferior a 100°C. O principal efeito desta etapa sado alterac6es na cor e sabor da
pasta de cacau e o melhoramento da capacidade de dispersao ou suspensdo do cacau na
agua (Beckett, 2008; Afoakwa, 2010).

2.1.3.6. Torragem

Na etapa de torragem, os graos sdo torrados para continuar a desenvolver o sabor de
cacau original, que existe sob a forma de precursores de sabor, gerados durante os processos
de fermentacdo e secagem dos gréos (Afoakwa, 2010).

Para esta etapa sdo utilizadas temperaturas entre os 120-130°C, nunca ultrapassando
0s 150°C durante 10 a 35 minutos, estes parametros dependem da espécie, teor de humidade
e amadurecimento. E necessario ter especial atencdo ao tempo/temperatura adequados, pois
caso contrario, nesta etapa pode perde-se, pelo menos, 50% dos flavonoides existentes no
cacau (Paoletti et al., 2012).

ApoOs a torra dos gréos, a humidade é reduzida para 2-3%, resultando na oxidagdo dos
compostos fendlicos e remocdo do acido acético, ésteres volateis e outros aromas
indesejaveis. Durante a secagem e a torragem os péptidos e aminoacidos livres, juntamente
com o0s acUcares redutores, também presentes nos grdos fermentados, ddo origem aos
produtos de reacdes de oxidacao lipidica, tal como por exemplo os produtos da reacdo de
Maillard, responséveis pelo aroma e cor caracteristica do cacau (Watson et al., 2013).

Para a producdo de licor de cacau era muito usual realizar a torragem com graos
inteiros, uma vez que a torra facilita a remocéo da casca. Mas por outro lado, durante o
processo o calor faz com que alguma gordura fique agregada as cascas, resultando assim na
perda de alguma manteiga de cacau. De modo a superar este problema a torrefacdo é
realizada ap6s a remocdao prévia das cascas. A principal desvantagem é a maior dificuldade em
separar a casca do grao que pode eventualmente resultar numa separacao insuficiente, mas se
for realizado um pré-tratamento térmico, a temperatura da superficie aumenta fazendo
evaporar a humidade interna, que por sua vez cria uma pressdo no interior do grao,

provocando a desagregacao da casca (Afoakwa, 2010).

2.1.3.7. Moagem dos gréos
A estrutura dos gréos contém cerca de 55% de manteiga de cacau soélida dentro das
células, através da moagem esta gordura é removida do interior das células e com o
aguecimento gerado na moagem, a manteiga de cacau funde, formando uma massa pastosa, a
pasta de cacau. Para a producdo de cacau em pO € importante obter uma moagem fina. A
viscosidade da pasta de cacau obtida apds a moagem esta relacionada com a torra efetuada

aos gréos e com a humidade dos mesmos (Beckett, 2008; Afoakwa, 2010).
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2.1.4. Cacau em po

2.14.1. Prensagem

A pasta de cacau refinada é aquecida em tanques de armazenamento a uma
temperatura de cerca de 90-100°C. Esta pasta pré-aquecida é transferida para uma diviséo da
prensa. Quando a pressdo aumenta a manteiga de cacau, que representa mais de metade do
peso da pasta de cacau € removida através da prensagem e armazenada num recipiente
adequado, enquanto que a pasta de cacau se transforma num bolo de cacau prensado
(Beckett, 2009).

Dependendo do tempo e das configuragdes da prensa, o “bolo” resultante pode conter
gordura entre os 10% e 24%. Apos esta etapa podem obter-se dois tipos de bolo de cacau: um
bolo de alto teor de gordura, contendo entre 22 e 24% de gordura residual no bolo prensado e
um bolo de baixo teor de gordura, contendo entre 10 e 12% de gordura residual no bolo
prensado (Afoakwa, 2010).

2.1.4.2. Moagem do bolo

O bolo proveniente da prensagem, é quebrado em pequenos pedacos entre dois rolos
perfurantes com rotagbes em sentidos opostos. Posteriormente é usado um moinho de pinos
para moer finamente o p6. Como depois de passar no moinho a gordura continua liquida, é
necessério arrefecer esta massa, para a gordura solidificar e ndo fazer grumos com o po6
(Beckett, 2008).

Quando a cristalizagdo da gordura é insuficiente pode dar-se uma descoloracdo do
produto, denominando-se por “bloom” da gordura (Afoakwa, 2010).

Grande parte do p6 produzido contém um teor em gordura de 20-22%. Sendo que é
possivel produzir cacau em p6é com menos gordura, entre 15-17% ou 10-12%. E também pode
ser produzido cacau em p6 sem gordura para ser utilizado em produtos com baixo teor de
gordura ou sem gordura. O cacau em pé pode ser misturado com outras gorduras para a
producdo de chocolate aromatizado ou para produzir coberturas para bolos e recheios, sendo
que, uma quantidade muito grande € usada para fazer bebidas de chocolate. Estas sao feitas a
partir de agucar, pé de cacau e lecitina. A lecitina pode ser adicionada ao bolo de prensagem e
entdo moida com ele, garantindo assim, que a lecitina esta estreitamente ligada ao cacau,
especialmente a gordura. A lecitina actua como um emulsionante entre as particulas de
gordura de cacau e a agua. Deste modo quando a bebida é preparada o cacau em po6 dissolve-
se na agua ndo formando grumos (Beckett, 2008).

Apds a moagem realizada ao bolo para a producdo de cacau em pé este pode perder
cerca de 10% a 30% de flavonéides. Esta perda de flavonodides é devida ao facto de durante a
moagem e o transporte pneumatico do p6 ser gerado muito calor devido a fricgdo. O calor, 0

baixo teor de oxigénio e a gordura existente, causa a oxidacéo dos flavonoides do cacau.
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Outro processo que pode levar a oxidacdo de flavonoides é a alcalinizacdo, devido a
agua e a solucdo alcalina adicionadas a elevadas temperaturas e por vezes a elevadas
pressdes. Sendo que a quantidade de flavonoides estd diretamente relacionada com a
extensdo da alcalinizacdo. O cacau em p6 produzido sem recorrer a alcalinizacdo, contém no
minimo 10% de flavondides, contudo este cacau, dito natural, possui um sabor menos
agradavel que o que foi sujeito a alcalinizagdo. Como tal, é possivel ter cacau em p6é com um
sabor agradavel e 6% de flavonéides, como tal é necessario ter em conta a extensdo da
alcalinizagdo. Apos todo o processamento é possivel ter no mercado cacau em p6 alcalinizado

com cerca de 0,4% de flavondides e sem ser alcalinizado com 1,5% (Paoletti et al., 2012).

2.1.4.3. Armazenamento cacau em po

O cacau em p6 é muito sensivel as temperaturas elevadas bem como as oscilacdes de
temperatura, que podem resultar na fusdo e re-cristalizacdo da manteiga de cacau. Estas
alteracdes sao visiveis uma vez, que, ha alteracbes na cor do pd. A fusdo e re-cristalizagdo da
manteiga de cacau pode levar & formacdo de grumos, um problema comum que dificulta o
processamento do cacau em pd. Devido a elevada higroscopicidade deste produto de cacau,
0s ambientes muito humidos devem ser evitados, sendo que é necessaria uma embalagem
adequada para o armazenamento do produto. Quando o cacau em pé é armazenado sob
condicdes adequadas o seu tempo de prateleira é de garantidamente trés anos. Essas
condi¢cbes sdo: a temperatura de armazenamento deve estar entre os 18°C e os 22°C, evitar
variacOes de temperatura, deve ser evitado a exposicdo a fontes de calor, como a luz solar,
lampada e sistemas de aquecimento, o local de armazenamento deve ser limpo e seco e a

humidade relativa ndo deve exceder os 50% (Beckett, 2009).

2.1.5. Chocolate

A maioria das pessoas pode pensar que o chocolate é sélido, uma vez que é assim que
0 encontra como produto final, no entanto, durante o processamento, é normalmente liquido e
apenas é solidificado antes de estar pronto para ser embalado e vendido.

Para o fabrico de chocolate preto os ingredientes principais sdo o acguUcar, manteiga de
cacau e os gréos de cacau. Relativamente ao chocolate de leite a diferenga do principal
ingrediente € a adi¢do de p6 integral de creme de leite

O processo de fabricacdo de qualquer tipo de chocolate tem geralmente em comum
algumas partes, tais como, a mistura, refinacdo, temperagem, conchagem, moldagem,

solidificacdo e desmoldagem.

2.1.5.1. Mistura

A mistura de ingredientes durante o fabrico de chocolate € uma operagdo que tem de
combinar o tempo/temperatura adequados para obter uma formulacdo de consisténcia

constante. Na mistura, o chocolate contém a pasta de cacau, aglUcar, manteiga de cacau,
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gordura de leite e leite em pé (dependendo do tipo de produto) e estes ingredientes sdo
cuidadosamente misturados, normalmente, durante 12-15 minutos a 40-50°C, obtendo assim,
uma pasta com um teor de gordura entre os 8% e 0s 24% com uma textura um pouco dura e
consisténcia plastica (Beckett, 2008; Afoakwa, 2010).
Para cada tipo de chocolate a quantidade de manteiga de cacau e de acglcar, bem
como os ingredientes que se adicionam dependem do tipo de chocolate:
e Chocolate negro — 70% solidos de cacau (manteiga de cacau e pasta de
cacau) e 30% acucar, lecitina e baunilha
e Chocolate de leite — 40% de pasta de cacau, 37% de acucar e 23% de leite em
po, lactose, lecitina e baunilha
e Chocolate branco — 49% acgucar, 33% manteiga de cacau e 18% de leite em p6
e soro de leite em pdé, lecitina e baunilha (Richards e Wailes, 2011).

2.1.5.2. Refinacao

A refinag@o de chocolate é muito importante para a obtengéo da textura suave que é
desejavel em produtos de chocolate, sendo o seu principal objetivo, a diminuicdo das particulas
da pasta obtida apés a mistura, para um tamanho inferior a 30 um, pois o tamanho das
particulas finais influencia as propriedades reoldgicas e sensoriais do chocolate. Como tal,
normalmente, utilizam-se refinadores de dois a cinco rolos. Um refinador de cinco rolos é
constituido por uma matriz vertical de quatro cilindros ocos com temperatura controlada por um
fluxo de agua interno, mantidos juntos por presséo hidraulica (Beckett, 2008; Afoakwa, 2010).

Uma pelicula fina de chocolate é atraida pelo primeiro rolo a uma velocidade lenta e a
medida que vai passando de rolo em rolo a velocidade também vai aumentando (Afoakwa,
2010).

O corte feito entre os rolos ndo sé quebra as particulas, mas também reveste algumas
das superficies recém-criadas com gordura, manteiga de cacau. Além disso, como ocorre a
rutura, as superficies recém-formadas, que sdo quimicamente muito reativas, absorvem o0s
compostos de aroma volateis provenientes das particulas de cacau que ao mesmo tempo
estdo a ser quebradas. Uma lamina de corte colocada contra a parte de tras do quinto cilindro

remove o chocolate sob a forma de flocos ou de um p6 (Beckett, 2008).

2.1.5.3. Conchagem

Conchagem é considerada a operacdo final no processamento de grandes quantidades

de chocolate preto ou de leite. Este é um processo fundamental que contribui para o

desenvolvimento da viscosidade, textura e sabor finais. Como tal o equipamento utilizado é

chamado de “concha”. Trata-se de um tanque com trés pas misturadoras com func¢des de corte
e misturadora (Afoakwa, 2010).

A conchagem resume-se a dois processos distintos que ocorrem dentro do mesmo

equipamento. O primeiro é o desenvolvimento do sabor. Os processos de fermentacdo e
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torrefacdo, produzem os componentes de aroma de chocolate necessarios, para a obtencéo do
seu sabor agradavel, mas também originam alguns sabores indesejaveis, tais como o acido
acético, sendo necessaria a sua remocdo. O segundo processo consiste em transformar o
chocolate a partir de um pé ou pasta seca (flocos), num liquido e que pode ser utilizado para
fazer os produtos finais. Isto envolve o revestimento das superficies das particulas sélidas com
a gordura (Beckett, 2008).

O tempo do processo, varia conforme o tipo de equipamento, pois para conchas modernas
de alta eficiéncia o tempo necessario é entre 6 e 24 horas, para equipamentos tradicionais sao
necessarias 72 horas. Relativamente a temperatura, esta depende do produto, para chocolate
de leite, dura entre 16 e 24 horas no maximo a 60°C, no caso do chocolate preto o tempo é o
mesmo que para o chocolate de leite, 16 a 24 horas, sendo que a temperatura é de 70°C e
continua até aos 82°C. No chocolate de leite a temperatura € mais baixa devido as proteinas do
leite, pois com elevadas temperaturas podem sofrer altera¢g@es, o que pode influenciar no sabor
e textura final. Neste tipo de chocolate se o leite em p6 for substituido por leite em p6 magro e
manteiga de cacau a temperatura de conchagem pode ir até aos 70°C (Afoakwa, 2010).

De modo a proporcionar uma viscosidade adequada ao chocolate, no final desta etapa pode
adicionar-se manteiga de cacau e lecitina, para diluir ou liguefazer o chocolate antes da
temperagem (Beckett, 2009; Afoakwa, 2010).

2.1.5.4. Temperagem

Devido a natureza polimdrfica da manteiga de cacau, o chocolate deve ser temperado ou
pré-cristalizado. A temperagem é um processo de cristalizagdo controlada, que tem como
objetivo induzir a formac&o de cristais estaveis, na manteiga de cacau. E uma das etapas mais
importantes na fabricacdo do chocolate, sendo a responsavel por diversas caracteristicas da
qualidade do produto, tais como, a dureza, 0 manuseamento, revestimento, brilho e rapido
desprendimento do aroma, sabor na degustacdo e tempo vida util. Além disso, quando
realizada adequadamente, pode retardar a migracdo da gordura e posterior recristalizacdo na
superficie do chocolate, fendmeno conhecido como “fat bloom” (Beckett, 2008; Beckett, 2009;
Afoakwa, 2010).

A temperagem envolve quatro etapas principais: aguecimento do chocolate até a completa
fuséo da fase lipidica, a temperaturas na faixa dos 50°C, arrefecimento lento com agita¢cédo da
massa, até ao ponto de cristalizacéo (32°C), cristalizacéo, onde se formam os cristais estaveis
e alguns instaveis (27°C) e ligeiro aquecimento para que somente 0s cristais instaveis sejam
convertidos. Os equipamentos utilizados sdo permutadores de calor de varios estagios pelos
qguais passa o chocolate em fluxos muito diferentes, tornando dificil a identificacdo das

condicdes ideais (Afoakwa, 2010).
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2.1.5.5. Moldagem

Moldagem é o método mais simples de formacédo de chocolate e é o utilizado para fazer as
usuais tabletes de chocolate. Durante muitos anos utilizaram-se moldes de metal, mas estes
eram pesados, barulhentos e principalmente bastante caros, pois bastava o departamento de
marketing alterar a forma para ser necessario alterar todos os moldes, podendo uma linha de
montagem ter 1500 moldes. Actualmente a maior parte dos moldes séo de plastico, que é um
material mais leve e faz menos ruido. Tem também a vantagem de poder ser torcido, o que
ajuda as barras sdlidas a serem removidas quando ocorre a aglutinagdo. Se o chocolate
temperado entra em contato com uma superficie quente, os cristais irdo derreter, por outro
lado, o contacto com uma superficie fria pode perder-se o efeito de pré-cristalizacao, formando-
se manchas e cristais instaveis na superficie. Pelo que é necesséario apenas um ligeiro
aguecimento dos moldes, a cerca de 10°C (Beckett, 2008).

O mesmo peso de chocolate é distribuido pelos moldes, de seguida o chocolate, tem
de ser distribuido uniformemente em todo o molde e as bolhas de ar tém de ser removidas para
evitar defeitos no produto final, como tal os moldes sdo sujeitos a vibracdo que assegura a

distribuicdo uniforme do chocolate e a remog&o de bolhas de ar (Afoakwa, 2010).

2.1.5.6. Solidificacao chocolate

Apéds a moldagem, grande parte da gordura ainda se encontra no estado liquido. De
maneira a que esta seja firme, de facil manuseio e embalar, deve solidificar na forma cristalina
correta. Isso requer a remocao de uma grande quantidade de calor (Beckett, 2009).

Existem trés maneiras de um corpo perder calor, por conduc¢éo, radiacéo e conveccao.
Neste caso especifico utiliza-se a conveccao, ou seja, através de arrefecedores é administrado
frio sobre o chocolate, mas de maneira a que o ar do ambiente ndo condense e posteriormente
escorra sobre o chocolate, dissolvendo parte do aclcar; é conveniente que a temperatura
ambiente esteja acima da temperatura de orvalho, temperatura a partir da qual a humidade
condensa (Beckett, 2008).

2.1.5.7. Desmoldagem
Teoricamente, se a temperagem e o arrefecimento forem realizados adequadamente, a
desmoldagem é feita sem qualquer problema, sendo necessaria apenas uma inversao
brusca. Mas nem sempre tal acontece e € necessério recorrer a um martelo especifico para
o efeito, auxiliado por um mecanismo que torce os moldes. O produto é entdo desmoldado

para as embalagens respetivas (Beckett, 2009).
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2.2.  COMPOSICAO NUTRICIONAL DO CHOCOLATE

A composicdo nutricional e os efeitos para a salde provenientes do chocolate dependem
da sua percentagem em cacau, assim como se é de leite ou negro, da quantidade de agucar
adicionada, bem como de outros ingredientes, por exemplo nozes, améndoas, aveld (Beckett,
2009).

A partir do ponto de vista nutricional, os componentes podem ser divididos em duas
categorias principais, os macronutrientes: lipidos, glicidos e proteinas e os micronutrientes,
vitaminas, minerais, metilxantinas (cafeina, teobromina e tecfilina) e os flavonéides (Paoletti et
al., 2012).

2.2.1. Macronutrientes

2.2.1.1. Lipidos

Os lipidos sdo a maior fonte de energia do chocolate, fornecendo cerca de 9 kcal/g, em
comparacao com os glucidos e proteinas que fornecem 5 kcal/g. Tal como fornecem energia
também afetam os niveis de colesterol no sangue, o que pode levar ao aumento do risco de
doencas cardiacas (Beckett, 2008).

A manteiga de cacau representa entre 50 e 57% do peso dos grdos de cacau, que
constitui cerca de 30% no chocolate final, sendo também responsével pelas suas propriedades
de fusdo. Os acidos gordos predominantes na manteiga de cacau sdo os saturados, o acido
estedrico e o &acido palmitico, numa proporcdao de 35% e 25% respetivamente e
monoinsaturados, o acido oleico (35%), sendo a restante gordura, aproximadamente 3%,
proveniente do acido gordo polinsaturado linoleico (Beckett, 2008; Paoletti et al., 2012).

Como consequéncia do elevado teor em acidos gordos saturados no chocolate e no
cacau, estes sdo muitas vezes considerados prejudiciais para o sistema vascular. No entanto,
relativamente aos efeitos de colesterol no sangue o &cido estearico, predominante no
chocolate, ndo se comporta como 0s outros acidos gordos saturados, tendo um efeito neutro
ou até mesmo de redugcdo dos niveis de colesterol. Possiveis explicagbes para esta
disparidade podem estar relacionadas com o comprimento da cadeia, a absorcéo ineficiente ou
a cinética do metabolismo. O consumo de uma quantidade moderada de chocolate, na dieta
alimentar, ndo causa efeitos no perfil lipidico e lipoproteico se a quantidade total de gordura e a
ingestdo caldrica for mantida constante, mas se o consumo for superior ao necessario para as
necessidades de manutencdo estimada, pode contribuir para a obesidade e pode ter um

impacto negativo na incidéncia de doencas cardiovasculares (Paoletti et al., 2012).
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2.2.1.2. Glucidos

Os glucidos sdo muito importantes na medida em que representam cerca de metade do
peso do chocolate normal. A sacarose fornece a maior parte dos glicidos presentes no
chocolate, mas também ha a lactose no leite em pd, ou pode ter sido adicionada como um
ingrediente. A glicose também pode ser adicionada para reduzir o doce. Outro tipo de glicido
presente, em pequenas quantidades no chocolate é a fibra dietética do cacau (Beckett, 2008).

Os graos de cacau nao transformados tém um tegumento também denominado por
farelo que corresponde a 15% do peso total do gréo e é uma boa fonte de fibra insoltvel, cerca
de 44% e cerca de 11% de fibra solivel. O que é benéfico para reduzir os niveis de lipidos.
Mas apés o processamento dos grdos a quantidade de fibra diminui muito, uma vez que o
cacau em p6 contém menos de 2% de farelo e os produtos de chocolate possuem ainda uma
menor quantidade. Assim, o consumo de chocolate contribui pouco para o consumo de fibra
dietética, mas esta pequena quantidade presente no chocolate pode aumentar com a adi¢édo de
ingredientes tais como os frutos secos (Beckett, 2009; Paoletti et al., 2012).

A quantidade e o tipo de glicidos presente sdo importantes devido ao seu efeito sobre
o indice glicémico (Beckett, 2009).

2.2.1.3. Proteinas

As proteinas representam cerca de 60% do azoto total presente nos grdos fermentados
e constituem cerca de 10% a 15% das sementes, sendo o0 segundo componente mais
abundante, depois da gordura de cacau (Watson et al., 2013).

Os gréos de cacau contém quatro tipos de proteinas, ou seja, albuminas, globulinas,
prolaminas e glutelina. Albumina constitui a maior fragdo proteica 52% e a globulina 43%. A
atividade antioxidante foi atribuida a histidina, tirosina, metionina e cisteina, sendo a, histidina a
que possui maior atividade na eliminacdo de radicais. Além disso, a hidrofobicidade dos
péptidos também parece ser um fator importante para a sua atividade antioxidante, devido a
maior interacdo com o0s alvos hidrofébicos por exemplo, acidos gordos (Paoletti et al., 2012).

Contudo o chocolate ndo é uma fonte significativa de proteinas e a digestibilidade é
baixa; no entanto o leite do chocolate de leite € uma fonte de proteinas com elevado valor
biolégico (Beckett, 2009).

2.2.2. Micronutrientes

2.2.2.1. Minerais e Vitaminas
O cacau e o chocolate contém muitos minerais essenciais incluindo o ferro, cobre,
zinco, magnésio, fésforo, manganés e potassio. As quantidades variam com o tipo de solo em
gue o cacaueiro foi plantado. O leite € uma boa fonte de célcio e fésforo. O teor em minerais no
produto final é, dependente das proporcdes de cacau em po e de leite. Uma vez que o leite é

uma fonte de calcio e fésforo, o chocolate de leite € mais rico neste minerais, enquanto que
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chocolate com o teor de cacau mais elevado e sem leite € mais rico em ferro, cobre e
manganés. Relativamente as vitaminas o cacau em pd tem importancia devido as vitaminas
provenientes da manteiga de cacau, a vitamina E, enquanto o leite fornece a vitamina
riboflavina e a vitamina B12 (Beckett, 2009).

2.2.2.2. Flavonoéides

Os compostos de maior interesse no cacau sdo os flavanéis, uma subclasse dos
flavondides, que por sua vez sdo uma subclasse dos polifendis. Os flavonodides podem
agrupar-se em classes: flavanéis, antocianidinas, flavonois, flavonas, flavanonas e isoflavonas
tal como demonstrado na figura 2.1. A concentracdo de flavandis nos grdos de cacau é
reduzida pelo processamento dos mesmos, que inclui fermentacéo e torragem.

A quantidade de polifenéis, normalmente, encontrada em chocolate preto oscila entre
0s 120 mg e 150 mg em 10 g de chocolate. Esta concentracao é multiplicada por um fator de
cinco no caso do cacau em pd6, mas reduz-se substancialmente no chocolate de leite
(Fernandez-Murga et al., 2011).

O chocolate é dos alimentos mais ricos em polifenéis seguido do ch& e vinho, sendo o
cacau em pd o que possui o teor mais elevado de flavondis. A epicatequina foi avaliada como
sendo o principal flavanol monomérico presente no cacau, representando aproximadamente
35% dos compostos fendlicos totais. A catequina e epicatequina tém sido encontradas em
concentracdes de 150-1580 mg/Kg de chocolate e 2530-3170 mg/Kg de pasta de cacau. O
nivel de flavonéides é correlacionado com os polifendis totais determinados nesses produtos,
os flavondides também estdo associados com a percentagem calculada de cacau (Paoletti et
al., 2012).

As principais atividades farmacolégicas relacionadas com os flavonoéides incluem os efeitos
antioxidante, a prote¢do contra a doenca cardiovascular e os efeitos anticancerigenos (Paoletti

etal., 2012).
Flavondides

S
1 | 1 1 1 1
Flavonodis Flavonas Isoflavonas Flavanonas Flavanoéis Antocianidinas
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1) - Catequinas
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Ll - Epicatequinas
R1= H. R2= OH:= (+)- catechin
R2=0H, R1=H = (-)- epicatechin S —
Procianidinas

oH
Trimeric procyanidin

Figura 2.1 Diferentes subclases dos flavonoides ( adaptado de Fernandez-Murga et al., 2011)
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2.2.2.3. Metilxantinas

Cacau e seus produtos sdo ricos em metilxantinas, ou seja, a cafeina (1,3,7-
trimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina), e teofilina. A cafeina e a teobromina séo
alcal6ides derivados da purina naturalmente presentes no chocolate e pertencem ao grupo de
compostos quimicos referidos como metilxantinas. O teor de teobromina no chocolate escuro é
seis a sete vezes maior do que o teor em cafeina (Paoletti et al., 2012).

As metilxantinas, incluindo cafeina, teobromina e teofilina, sdo um grupo de compostos
biologicamente ativos que estdo presentes naturalmente em muitos alimentos e bebidas. Cada
um destes compostos é provavel que tenha efeitos fisioldgicos semelhantes no corpo, incluindo
a estimulacdo do sistema nervoso central (SNC), do musculo cardiaco e do musculo-
esquelético, pode também ter efeitos diuréticos. No entanto, a sua forca de accgdo difere
bastante em cada parte do corpo afetada, bem como de individuo para individuo. A cafeina é
um conhecido estimulante do SNC mas a teobromina € muito mais fraca, tendo cerca de um
décimo do efeito da cafeina. O cacau e o chocolate contém concentracdes relativamente
baixas de cafeina, mas cerca de dez vezes mais de teobromina, embora a teofilina seja apenas
detetdvel no chocolate, a sua presenca € normalmente ignorada (Beckett, 2009).

As metilxantinas estdo entre as substancias psicoativas mais consumidas no mundo.
Embora a cafeina possa ser encontrada em vérios produtos como o café, chd e guarana, a
teobromina é a metilxantina predominante no cacau, sendo que também pode ser encontrada
noutros alimentos, mesmo que em pequenas quantidades, como é exemplo o guarana, noz de
cola e o cha (Camilla sinensis). No entanto, o cha, Camellia ptilophylla, ndo contém cafeina,
mas sim teores elevados de teobromina, cerca de 15 a 18 vezes a quantidade encontrada
deste alcaléide no cha verde, dai o seu nome familiar de cha de cacau (Beaudoin,Graham,
2011; Watson et al., 2013).

Ao contrario de outros compostos presentes no chocolate com efeitos psicoativos, as
metilxantinas, principalmente a cafeina tém sido estudadas de forma mais ampla, em relagdo a

sua farmacodin&mica e propriedades farmacocinéticas (Watson et al., 2013).

2.3. TEOBROMINA

2.3.1. Caracteristicas

Como produto quimico a teobromina tem a férmula molecular C;HgN4O,, € um po6
branco e é principalmente produzido através das cascas das sementes de cacau, sub produto
do processamento de chocolate. E pouco solivel em agua a temperatura ambiente e alcool,
sendo mais solivel em agua quente. Este composto € considerado diurético, relaxante
muscular e vasodilatador. Ao contrario da cafeina € um estimulante suave do sistema nervoso

central e também tem algumas caracteristicas antioxidantes (Beaudoin,Graham, 2011).
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Figura 2.2 Férmula molecular da teobromina

2.3.2. Metabolismo

Nos humanos as metilxantinas sdo metabolizadas por desmetilagdo envolvendo o
Citocromo P450. Consequentemente, a teobromina (3,7-metil-xantina) é quebrada em 3-metil-
xantina e 7-metil-xantina. Esta Ultima é posteriormente metabolizada em acido 7-metil-Urico
pela enzima xantina oxidase. E de referir que a teobromina ndo é metabolizada noutras dimetil-
-xantinas (teofilina ou paraxantina), nem se converte em trimetil-xantina (cafeina), ao contrario
da cafeina que se sofrer desmetilacao forma a teobromina (Beaudoin e Graham, 2011).

ApOs a administracdo oral da teobromina no Homem, a sua absor¢do pelo trato
intestinal é muito lenta comparada com a cafeina, sendo que o pico no plasma € de 2,5 horas
para a teobromina e 30 minutos para a cafeina. Mas quando a ingestdo de teobromina é feita
através do consumo de chocolate o pico de teobromina no plasma ocorre em menos de 2
horas, o que pode ser causado pela estimulagdo da producgédo de bilis, que melhora absorcao

de teobromina (Beaudoin e Graham, 2011).

2.3.3. Predominancia da teobromina

No cacaueiro a teobromina acumula-se nas folhas verdes, sendo que com o passar do
tempo a sua concentracdo diminui. No fruto do cacaueiro a teobromina é sintetizada pelo
pericarpo (parte externa das sementes) e pelos cotilédones (embrido da semente) do cacau
novo, no entanto a medida que o fruto amadurece a concentracéo de teobromina no pericarpo
diminui e aumenta nos cotilédones. Sugerindo assim, que o principal local de sintese de
teobromina é na propria semente de cacau. Outro processo responsavel pela alteracdo na
concentracdo de teobromina ocorre durante a preparacdo das sementes, mais especificamente
durante a fermentacdo, a teobromina migra da semente para a casca, causando uma
diminuicdo da concentracédo de teobromina de cerca de 25% (Beaudoin e Graham, 2011).

A concentracdo de metilxantinas, incluindo a teobromina, nos grdos de cacau, varia
dependendo da espécie do fruto, embora ndo exista um consenso na comunidade cientifica

guanto a espécie com maior concentragdo. Brunetto e colaboradores determinaram que nos
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graos de cacau a concentracdo varia entre 0,7% e 2,0%, sendo que a variedade Forastero era
aquela, cuja concentracdo de teobromina era mais elevada, enquanto que Hammestone e
colaboradores determinaram uma concentracdo mais elevada de teobromina na variedade
Criollo (Hammerstone et al., 1994; Brunetto et al., 2007; Beaudoin e Graham, 2011).

Os procedimentos analiticos utilizados em ambos os estudos sdo semelhantes, mas
qualquer alteracdo, por mais pequena que seja, pode ser considerada significativa para as
diferencas obtidas (Beaudoin e Graham, 2011).

2.3.4. Teobromina na saude

2.3.4.1. Efeitos psicofarmacoldgicos

O chocolate tem sido associado a felicidade e ao aumento do humor. Apesar do seu
elevado consumo, estar relacionado com os aspetos sensoriais, a presenca de compostos
farmacologicamente ativos é também, nos dias de hoje, uma razao para o interesse e consumo
crescente deste produto. Dos diversos compostos presentes no chocolate, as metilxantinas,
teobromina e cafeina sdo conhecidas pelos seus efeitos psicoativos (Smit et al., 2004; Mitchell
etal., 2011).

Embora a teobromina seja a metilxantina mais predominante no chocolate, a pesquisa
realizada sobre os seus efeitos em animais ou no Homem é relativamente escassa, quando
comparada com os estudos realizados sobre os efeitos da cafeina (Beaudoin e Graham, 2011).

Mummford e colaboradores, realizaram um estudo com placebo e cafeina e placebo e
teobromina, tendo assim como principal objetivo determinar os efeitos individuais das
metilxantinas. Sendo esses efeitos 0 aumento do bem-estar, energia, disposicdo social e
atencdo cognitiva. Neste estudo foi possivel perceber que houve alteragcdes em todos os
individuos relativamente a ingestao de cafeina, mas no caso da teobromina apenas cinco dos
sete individuos em estudo, apresentaram alteragBes estatisticamente significantes. Destes
cinco, quatro apresentaram alteragbes significativas aquando o consumo de 560 mg/dia e
apenas um sentiu alteragcdes com 100 mg/dia. Apesar deste estudo ter sido realizado apenas
com sete individuos é possivel concluir que o consumo de teobromina pode ter alguns efeitos,
mas muito menores que o consumo de cafeina (Mumford et al., 1994).

Smit e colaboradores, efetuaram dois estudos que tinham como objetivo medir os
efeitos cognitivos, tempo de reacdo e humor provocados pelas metilxantinas. No primeiro
estudo utilizaram-se umas capsulas que continham metilxantinas nas quantidades encontradas
numa barra de chocolate preto de 50,0 g, com cacau em p6 (11,6 g), teobromina (250,0 mg) e
cafeina (19,0 mg), e outra capsula com agua. No segundo estudo foram preparadas 3 capsulas
com quantidades de metilxantinas representativas de 60,0 g dos trés tipos de chocolate, o
branco (sem metilxantinas), de leite (8,0 mg cafeina e 100,0 mg de teobromina) e preto
(20,0 mg cafeina e 250,0 mg de teobromina). Apos esta investigacao, foi possivel concluir, que,
no primeiro estudo houve melhorias a nivel de humor, fungéo cognitiva e energia aquando o

consumo das capsulas de chocolate preto; no segundo estudo também se observaram efeitos
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positivos nas fungbes psicoldgicas anteriormente descritas nos individuos que consumiram
chocolate preto e de leite; 0 mesmo ndo se verificou nos individuos que consumiram chocolate
branco, tal como aconteceu com as capsulas de agua. Deste modo os resultados apresentados
neste estudo indicam que as metilxantinas, teobromina e cafeina sdo as Unicas substancias
presentes no chocolate que proporcionam efeitos psicostimulantes (Smit et al., 2004).

Mais recentemente, 2011, foi realizado um estudo por Mitchell e colaboradores cujo
objetivo era verificar se a cafeina e a teobromina tinham uma acéo sinergética sobre o humor,
atencao e pressao arterial. Sendo que a proporcdo cafeina/teobromina no chocolate é de 1:5 e
o chocolate escuro contém 120-150 mg de cafeina e 700-800 mg de teobromina, 0s autores
deste estudo utilizaram doses semelhantes as presentes nesta matriz. Os resultados obtidos
neste estudo sugerem que a teobromina tem uma contribuicdo insignificante nos efeitos de
atencdo cognitiva, sendo que este alcaldide diminui a presséo arterial enquanto a cafeina a faz
aumentar (Mitchell et al., 2011).

Além destes, poucos estudos tém investigado os efeitos comportamentais em
individuos submetidos a uma dieta com teobromina, pelo que ndo é possivel extrair uma
conclusdo clara sobre este tema, apenas se pode inferir que, a teobromina produz menores
efeitos psicofarmacolégicos que a cafeina, e que os efeitos sobre o humor e cogni¢do ndo sédo
concordantes, o que confirma a necessidade de um maior nimero de estudos nesta area (Smit
et al., 2004; Beaudoin e Graham, 2011; Mitchell et al., 2011).

2.3.4.2. Efeitos fisioldgicos

Num estudo realizado por Geraets e colaboradores foi estudada a capacidade de
inibicdo de poli(ADP ribose)polymerase-1 (PARP-1) pela cafeina e os seus varios metabolitos,
tais como outras metilxantinas. Apés o estudo foi possivel verificar que os metabolitos da
cafeina sdo inibidores de PARP-1 e o metabolito principal da cafeina, a teobromina, tem
atividade inibidora sobre a PARP-1 nas células epiteliais e endoteliais cultivadas em condi¢ces
fisiolégicas. Esta inibicdo pode ter implicacdes importantes para o tratamento nutricional de
patologias inflamatérias agudas e cronicas, como a prevencdo de lesfes derivadas da
isquemia (restruturacéo do fluido de sangue, apés um periodo de privagdo de oxigénio tecidual)

ou complicacBes vasculares em pacientes com diabetes (Geraets et al., 2006).
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2.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

2.4.1. Fundamentos Teodricos

De acordo com a definicdo IUPAC a cromatografia € um método fisico de separacéo,
em que os componentes a separar sdo distribuidos entre duas fases, a fase estacionaria e a
fase movel, esta move-se numa direcdo definida. A fase mével é um fluido que se infiltra
através, ou ao longo do leito estacionario, sendo correntemente utilizados trés tipos de fluidos:
liquido, gas e supercritico. A cromatografia € nomeada principalmente pela natureza da fase
movel - cromatografia liquida, cromatografia gasosa e cromatografia de fluido supercritico
(Nollet, 2000).

A cromatografia € uma técnica analitica baseada na separagdo de moléculas, devido
as diferencas na sua estrutura e/ou composi¢cdo. Em geral, a cromatografia implica a passagem
dos componentes da amostra através de um meio com o qual interatuam fisicamente - a fase
estacionaria, sendo arrastados por um fluido - a fase movel. As moléculas na amostra possuem
diferentes afinidades e interacdes com a fase estacionaria, conduzindo a separacdo de
moléculas. Componentes da amostra que exibam interagbes mais fortes com a fase
estacionaria irdo mover-se mais lentamente através da coluna, do que os componentes com
interacdes mais fracas. Compostos diferentes podem ser separados uns dos outros a medida
que se movem através da coluna. As separacdes cromatograficas podem ser realizadas
utilizando uma variedade de fases estacionérias, incluindo silica imobilizada em placas de vidro
(cromatografia em camada fina), gases volateis (cromatografia gasosa), papel (cromatografia
de papel) e os liquidos (cromatografia liquida) (Kupiec, 2004).

Em 1906 o botanico russo Mikhael Semenovich Tswett conseguiu separar pigmentos
de cloroplastos em folhas verdes de plantas, utilizando uma coluna de vidro preenchida com
carbonato de calcio como fase estacionaria e éter de petrdleo como fase madvel, ocorrendo a
separacdo dos componentes em faixas coloridas, esta ocorréncia deu origem ao nome de
cromatografia (chrom = cor e grafie = escrita), embora o processo ndo dependa da cor. Apesar
de, anteriormente, se terem feito estudos semelhantes, Tswett foi o primeiro a compreender e
interpretar este processo tal como é aceite atualmente, sendo-lhe assim atribuida a descoberta
da cromatografia como técnica analitica.

Até ao ano de 1930 a técnica cromatografica foi praticamente ignorada, sendo
redescoberta por Kuhn e Lederer que aperfeicoaram a cromatografia em coluna, separando e
identificando as xantofilas da gema de ovo. A montagem utilizada por estes dois investigadores
foi semelhante & utilizada por Tswett, com carbonato de célcio como fase estacionéria e éter de
petréleo como fase mével. A partir dai a cromatografia foi aperfeicoada e, em conjunto com os
avancos tecnoldgicos, foi levada a um alto grau de sofisticagdo que resultou num potencial de
aplicacdo em diversas areas.

De modo a selecionar a técnica mais adequada ao composto a analisar, ou seja, a que
melhor o identifique e caraterize, € necessario conhecer as propriedades estereoquimicas e
polaridade do composto, pois cada método cromatografico possui um campo de aplicabilidade

mais ou menos especifico e, para que a sua utilizacdo seja a mais adequada, é fundamental o
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conhecimento dos seus principios, as vantagens e, sobretudo, as limitagdes mais relevantes de
cada um deles. Fatores como o tipo de informacdo pretendida, quantidade de amostra
disponivel, exatiddo e precisdo do método, as interferéncias analiticas, possiveis
contaminacdes e o tempo e custos necessarios, devem ser tidos em consideracéo na escolha
do método analitico mais apropriado (Causon, 1997; Epshtein, 2004).

Ao longo dos anos foram desenvolvidos varios métodos cromatogréaficos, sendo os
mais importantes a cromatografia de camada fina, a cromatografia gasosa e a cromatografia

liquida, existindo algumas variantes destes métodos tal como demonstrado na figura 2.1.

Cromatografia

Cromatografia

Cromatografia

Cromatografia

Camadafina Liquida Gasosa
| | | |
Adsorcao Particao EXCI(%Se?O ou Trocaidnica Afinidade
1
| 1
Fase Fase
reversa Normal

Fiaura 2.3 Métodos Cromatoaréaficos

2.4.2. Cromatografia liquida e cromatografia liquida de alta
eficiéncia

A cromatografia liquida (LC) que é uma das formas de cromatografia, € uma técnica
analitica de separagédo, que envolve a injecdo de um pequeno volume de amostra liquida num
tubo cheio de particulas porosas, fase estacionaria, onde os componentes individuais da
amostra sao transportados ao longo do tubo de enchimento, a coluna, por um liquido movido
pela forca da gravidade, fase movel. A separagdo ocorre porque, no ambito de um conjunto
otimo de condigBes, cada componente de uma mistura ira interagir fisica e quimicamente com
as duas fases de modo diferente em relacdo aos outros componentes da mistura. A
cromatografia liquida € o nome genérico utilizado para descrever qualquer procedimento de
cromatografia em que a fase mével € um liquido. Com o avanco da cromatografia em coluna,
desenvolveu-se a utilizagao de suportes com particulas menores responsaveis por uma melhor
eficiéncia e como tal tornou-se necessario o uso de bombas de alta pressao para a eluicdo da
fase movel, dai o desenvolvimento da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).
Neste tipo de cromatografia os componentes séo separados pelo enchimento da coluna que

envolve varias interacdes fisicas ou quimicas entre as moléculas e as particulas de
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enchimento. Estes componentes sdo detetados a saida da coluna por um detetor. A
cromatografia liquida classica e a cromatografia liquida de alta eficiéncia funcionam do mesmo
modo, mas a velocidade, eficiéncia, sensibilidade e facilidade de operacdo da cromatografia
liqguida de alta eficiéncia € muito superior. Os componentes basicos de um instrumento de
HPLC séo o injetor, uma bomba, uma coluna e um detetor (Weston e Brown, 1997). Existem
duas formas de classificar os métodos da cromatografia liquida. A primeira e mais comum ¢é a
classificac@o baseada no mecanismo de retencdo. Por exemplo o modo da fase normal, pode
ser executada tirando vantagens tanto do mecanismo de adsorcdo como do mecanismo de
particdo. O modo filtracdo em gel, pode ser realizado usando o mecanismo de exclusdo de
tamanho. A segunda classificacdo é baseada no principio de separacdo e é mais comumente

encontrada na literatura publicada antes da década de 1990 (Weston e Brown, 1997).

2.4.2.1. Classificacao de acordo com o0 mecanismo de retencao
O esquema de classificagdo mais popular decorre da maneira em que o analito
interage com a fase estacionaria. Com esta abordagem a cromatografia pode ser subdividida
em cinco mecanismos de separacao: adsor¢ao, particdo, por exclusdo de tamanho, afinidade e

de permuta idnica, tal como demonstrado na figura 2.1.

2.4.2.1.1. Cromatografia de adsor¢éo

E baseada na competicdo por analitos neutros entre a fase mével liquida e a fase
estacionéria sélida neutra. Os analitos interagem com a fase estacionéria de acordo com a
premissa “igual com igual”, onde o soluto polar é retido mais tempo por uma fase estacionaria
polar e solutos nédo polares serdo melhor retidos por fases estacionarias nao polares, ou seja a
separacao é baseada nas diferencgas de afinidade dos componentes da amostra pela superficie
da fase estaciondria. Na cromatografia de adsor¢éo, a retencdo da amostra € directamente
proporcional a area de superficie da fase estacionaria. A area de superficie deve ser mantida
abaixo de 400 m2/g, porque as areas de superficie superior sdo obtidas a custa de poros
menores, 0 que pode levar a uma ma transferéncia de massa e baixa eficiéncia da coluna.

Quando a afinidade é entre compostos polares, diz-se que a cromatografia é de fase
“normal”, e os compostos apolares sdo os primeiros a eluir. Contudo se séo introduzidas
cadeias alquil ligadas covalentemente a matriz da coluna, a ordem de elui¢éo é invertida sendo
por isso designada por cromatografia de “fase reversa”. Neste caso sdo eluidos em primeiro
lugar as moléculas polares, sendo as apolares retidas na coluna.
Fase Normal
A cromatografia de fase normal é utilizada para designar um sistema cromatografico em que a
fase estacionaria polar € empregue e uma fase mével menos polar é utilizada para a eluicdo
dos analitos. Neste método, os solutos neutros em solugdo sdo separados com base na sua
polaridade, quanto maior a polaridade do soluto, maior a sua retencdo na coluna, logo os

compostos apolares séo os primeiros a eluir. Uma vez que a fase mdvel € menos polar que a
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fase estacionaria, o aumento da polaridade na fase madvel resulta na reducdo da retencéo do
soluto. Embora a cromatografia de fase normal possa ser executada utilizando os mecanismos

de particdo ou adsorcdo, 0 mecanismo dominante é a adsor¢cdo. Como consequéncia a

cromatografia de fase normal é também conhecida na literatura como cromatografia de
adsorgdo ou cromatografia liquido-solido.

Fase reversa

Cromatografia em fase reversa, é a cromatografia mais amplamente utilizada devido
aos compostos analisados serem maioritariamente polares e altamente sollveis em agua, e
tem como objetivo separar as moléculas neutras em solu¢cao com base na sua hidrofobicidade.
Tal como o nome sugere, a cromatografia de fase reversa é o inverso de cromatografia de fase
normal no sentido de que envolve a utilizacdo de uma fase estacionaria ndo polar e uma fase
movel moderadamente polar (mistura de uma solugdo aquosa e um solvente organico, como
metanol e acetonitrilo, como moduladores). Os analitos s&@o retidos até eluicho com um
solvente ou mistura de solvente suficientemente polares (no caso de gradiente na fase mével).
Como tal, uma diminuicdo da polaridade da fase mdvel tem como consequéncia numa
diminuicdo de retencdo de soluto.

A cromatografia de fase reversa moderna refere-se tipicamente a utilizacdo das fases
estacionarias quimicamente ligados, em que um grupo funcional esta ligado a silica. Por esta
raz8o, a cromatografia de fase reversa é muitas vezes referida na literatura como a
cromatografia de fase ligada. Contudo, ocasionalmente, séo utilizadas as fases estacionarias
poliméricas tais como polimetacrilato ou poliestireno, ou fases estacionarias sélidas, tais como

carvdo ou grafite porosa (Weston e Brown, 1997; Gratzfeld-Hisgen e Schuster, 2001).

2.4.2.1.2. Cromatografia de particdo
Cromatografia de particdo, baseia-se na competicdo para analitos neutros, mas neste
caso, a fase estacionaria é considerada um liquido neutro. Devido a instabilidade de fases
estacionérias liquidas, a verdadeira cromatografia de particdo ndo é usualmente utilizada. Em
vez disso, as colunas de cadeia longa (C18) ligadas em fase foram desenvolvidas, em que,
cadeias longas alquilo sdo consideradas para se comportarem como um liquido. Assim o
processo é denominado particdo quando o soluto é transferido de uma fase para outra, entdo

as moléculas do soluto sdo completamente envolvidas por moléculas de apenas uma fase.

2.4.2.1.3. Cromatografia de troca i6nica
Na cromatografia de troca iénica as espécies sao separadas na base das diferencas
nas cargas elétricas e no principio que os opostos se atraem, sendo usada para separar
analitos carregados. A separacao dos analitos € baseada na incorporacgdo de grupos funcionais
na coluna de cromatografia com cargas opostas as cargas a separar, deste modo os

componentes séo seletivamente adsorvidos da fase movel.
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A fase estacionaria ou troca idnica € classificada como material de troca anibnica
quando o ido fixo tem carga positiva e como troca catiénica quando o ido fixo tem carga
negativa. Este método pode ser aplicado a qualquer soluto que possa adquirir carga em
solucdo. Assim, mesmo os gllucidos que ndo possuem carga abaixo de pH 12, podem ser
separados por cromatografia de troca ionica a um pH suficientemente elevado (Weston e
Brown, 1997; Swadesh, 2001).

2.4.2.1.4. Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo permite separar misturas simples cujos componentes
possuem peso molecular bastante diferente, baseando-se no principio da peneiracdo. As
particulas da fase estacionaria possuem uma ampla gama de tamanhos de poros, fazendo com
gue a fase moével se comporte como uma peneira molecular. Como resultado desta peneiragao
0s solutos séo separados com base no seu tamanho, sendo os de maior tamanho os primeiros
a eluir, seguindo o principio de BOCOF big one come out first (maiores saem primeiro). Para
moléculas pequenas, a diferengca do peso molecular tem de ser superior a 10% para a
resolugdo ser aceitavel, relativamente as macromoléculas é necesséaria uma diferenca de duas
vezes 0 peso molecular. Este tipo de cromatografia pode ser usada para indicar a
complexidade de uma amostra e para fornecer os valores aproximados de peso molecular para
os componentes. E uma técnica facil de entender e pode ser aplicada para a separacéo das
biomacromoléculas delicadas, bem como para a separacao de polimeros organicos sintéticos
(Weston e Brown, 1997; Hanai, 1999).

Existem dois modos de cromatografia de exclusdo de tamanho: cromatografia de
filtracdo em gel (CFG) e cromatografia de permeacédo em gel (GPC). Em GFC, as fases méveis
aguosas e o0 empacotamento hidrofilico s8o utilizados para separar e identificar
macromoléculas biolégicas, por outro lado, a GPC é utilizada para isolar compostos de baixo
peso molecular de amostras que contenham compostos com elevados pesos moleculares
como 6leos ou gorduras. A separacdo é baseada nas diferencas de tamanho, em que os
compostos com elevado peso molecular sdo menos retidas que 0s compostos com baixo peso
molecular. Este método é usado com sucesso para separar vitaminas A, D e E de glicéridos e
na eliminagdode pesticidas em especiarias (Weston e Brown, 1997; Hanai, 1999; Gratzfeld-
Hisgen e Schuster, 2001).

2.4.2.1.5. A cromatografia de afinidade
Na cromatografia de afinidade as interacdes bioquimicas altamente especificas,
proporcionam os meios de separacdo. A fase estacionaria contém grupos especificos de
moléculas que adsorvem apenas amostras com determinadas condi¢cdes estereoquimicas e
relacionadas com a carga, como por exemplo a interagdo entre antigénios e anticorpos. Este
método cromatogréafico pode ser utilizado para isolar proteinas, lipidos a partir de misturas

complexas sem envolver muitos gastos. Este processo €, baseado na capacidade das
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macromoléculas bioldgicas reconhecerem e ligarem-se a outras moléculas. O processo de
separacdo € vantajoso relativamente ao mecanismo de chave-fechadura que prevalece em
sistemas bioldgicos. A estratégia é completamente reversivel, pois, ndo s6 é possivel que os
antigénios sejam usados para a purificacdo de anticorpos, mas 0s anticorpos também podem

ser utilizados para purificar antigenes (Weston e Brown, 1997; Meyer, 2010).

2.4.2.2. Classificacao de acordo com o método de operacéo

O Segundo esquema de classificagdo é menos comum que o primeiro. E baseado no
método de operacdo, ou no mecanismo em que a amostra é removida da coluna e, portanto
dependente da natureza da fase moével. Esta classificacdo que foi introduzida em 1940 por
Tiselius, inclui o desenvolvimento da eluicdo, o desenvolvimento do deslocamento e a analise
frontal. Na pratica apenas a eluicdo e em menor extensao o desenvolvimento do deslocamento,
sdo utilizados. No desenvolvimento da eluicdo um pequeno volume de amostra € introduzido
na parte superior da coluna e os componentes sdo adsorvidos na fase estacionaria em varios
graus. Os solutos sdo eluidos da coluna usando uma fase mdvel que apresenta maior afinidade
com os componentes da amostra do que com a fase estacionaria. Uma vez que os
componentes podem ser completamente separados com uma zona de fase mével, entre eles, a
cromatografia de eluicdo € comumente utilizada para separa¢gBes analiticas onde a
quantificacdo e caracterizagdo pode ser importante. Este tipo de cromatografia pode ser
subclassificada de acordo com a "continuidade" da fase movel. Elui¢do isocréatica € o termo
utilizado quando a amostra € introduzida na coluna e eluiu-se a partir dela sob o mesmo
conjunto de condi¢bes de fase mdvel, sendo a forma mais comum de remover solutos a partir
de uma coluna. E adequada quando os componentes tém afinidades semelhantes com a fase
estacionaria e, portanto, sao eluidos rapidamente, um apds o outro. O gradiente de elui¢édo €
mais utilizado na cromatografia de fase reversa, mas também é usado noutros métodos tais
como cromatografia de troca idnica. Trata-se de uma mudanca continua na composi¢édo da
fase movel para obter a separacdo de componentes da amostra de afinidades muito diferentes
pela fase estaciondria. Uma fraca fase moével de eluigdo € utilizada no inicio da corrida, e a
forca de eluicdo é aumentada ao longo do decurso da separacdo, permitindo assim uma
resolucdo suficiente dos primeiros solutos fracamente retidos, assegurando que o tempo de
eluicdo dos picos posteriores ndo é demasiado longo. Um gradiente binério refere-se a um
gradiente utilizando dois eluentes diferentes, um gradiente ternario refere-se a um sistema em
que séo utilizados trés eluentes diferentes, e um gradiente quaternario € aquele em que séo
utilizados quatro eluentes diferentes. A composi¢éo do solvente de gradiente pode ser linear,
convexa ou cbncava e pode envolver uma alteracdo da concentracdo, pH, polaridade, ou forca

i6nica (Weston e Brown, 1997).

2.4.2.3. Equipamentos

Os componentes basicos de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo

o eluente, os recipientes para a fase mével, uma bomba para deslocar o eluente e a amostra
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através do sistema, um dispositivo de injecdo para permitir a introducdo da amostra, uma
coluna para proporcionar a separacdo de solutos, um detetor para visualizar a separacdo dos
componentes, um recipiente para o solvente utilizado, e um dispositivo de recolha de dados
para auxiliar na interpretacdo e armazenamento dos resultados (Weston e Brown, 1997).

A bomba, o injetor, a coluna e o detetor sdo ligados com tubos de didmetro interno estreito. O
didmetro interno do tubo que é usado entre o injetor e coluna e também entre a coluna e o
detetor tem de ser o mais pequeno possivel (0,25mm ou menos) para minimizar o alargamento

da banda. A escolha do detetor é baseada nas propriedades intrinsecas do soluto.

Bombas

As bombas séo a peca de equipamento mais critica para o sucesso da cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O seu desempenho depende fortemente do comportamento do fluxo
de mistura de solventes usados como fase mével, a variacdo do fluxo dos solventes resulta na
variacdo dos tempos de retencdo e areas. Uma bomba de HPLC moderna deve ter um fluxo
continuo, uma taxa de fluxo com alta precisdo e baixo volume morto. Além disso, deve ser
possivel o controlo da pressdo maxima e pelo menos duas fontes de solvente para gradientes
de fase moével, bem como a preciséo e exatiddo na composi¢do de mistura dos gradientes
(Gratzfeld-Husgen e Schuster, 2001)

As bombas de alta pressdo sdo necessarias para fazer fluir a fase mével através da
fase estacionaria. S&o normalmente conhecidas por serem robustas, mas a manutencdo
adequada deve ser realizada para manter essa caracteristica. A incapacidade no aumento da
pressao ou fugas de liquido pode indicar mau funcionamento da bomba (Kupiec, 2004).

Uma bomba de HPLC unifica duas caracteristicas diferentes. Deve ser um
equipamento robusto capaz de gerar altas pressdes 350bar ou até mesmo 500bar e deve ter a
exatiddo a elevado fluxo e precisdo a qualquer caudal escolhido. A gama de fluxo varia entre
0,2mL/min a 5,0 ou 10,0mL/min e pode ser estabelecido em quaisquer valores em intervalos de
0,1mL/min. Outros requisitos referem-se a facilidade de operacdo, pois a bomba deve estar
pronta para utilizar, com apenas algumas manipulagbes simples, incluindo a lavagem e
enchimento das vélvulas de reten¢cdo com a nova fase mével. O seu volume interno deve ser
baixo de modo a permitir uma rapida mudanca de solvente, apesar de um determinado volume
adicional ser necessério para amortecimento de pulsacdo. Toda a manipulagcdo de manutengéo
e reparagdo tem de ser simples e de facil execugdo. Na cromatografia liquida de alta eficiéncia
a elevada pressao por si s6 ndo é o que se pretende, pois ela provem, do facto da fase mével
ser um liquido com uma viscosidade relativamente elevada, que necessita de ser pressionado
através de um leito de particulas densas muito finas. As pequenas particulas tém caminhos de
difusé@o curtos e, portanto, produzem um elevado nimero de pratos teéricos por unidade de
comprimento (Meyer, 2010).

Hoje em dia, as bombas sdo compostas por Embolos com véalvulas de regulagédo que

controlam o fluxo com uma maior precisdo. Ha dois tipos de bombas com estas caracteristicas:
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as pneumaticas e as mecanicas, capazes de controlar a pressdo e manter o fluxo constante,
respetivamente

Bombas pneumaticas

As bombas pneumaéticas utilizam-se quando sdo aplicadas press6es acima de 500bar.
Neste tipo de bomba, um gas exerce uma pressdo, ativando a maior area de seccgédo
transversal do pistdo e a outra extremidade encontra-se em contato com o eluente sobre uma
area muito menor. A forca é a mesma dos dois lados do pistdo, mas a pressdo € maior na area
menor, de acordo com a proporcdo das duas areas. A pressdo pode ser amplificada 70 vezes,
isto significa que uma presséo de gas de 10bar pode gerar um eluente com pressédo de 700 bar
(Meyer, 2010).

Bombas mecénicas
As bombas mecénicas podem ser subdivididas em bombas de pistdo reciproca e
bombas tipo seringa:

Bombas de pistdo reciprocas

O tipo mais comum de bombas em HPLC sdo as bombas de pistdo reciprocas. A fase
movel é bombeada pelo deslocamento de um pistdo controlado por um motor, enquanto as
valvulas abrem ou fecham o liquido segue na direcdo apropriada. Com cada movimento, 0
émbolo transmite uma pequena quantidade de liquido, normalmente na gama de 100 pL
(Meyer, 2010).

Bombas tipo seringa

Para caudais muito baixos de solventes o tipo de bombas utilizado ndo transmite o
liquido por cursos rapidos, mas funciona como uma seringa, onde o movimento lento do pistao
impulsiona a fase movel diretamente do reservatorio, a este tipo de bombas da-se o nome de
bombas de deslocamento continuo. Estas bombas s&o formadas por um pistdo que se move
por acdo de um mecanismo de rosca, sustentado por um motor, o fluxo é continuo e sem
pulsacdes, porém tem capacidade total limitada, sendo necessério parar o enchimento apos o
fornecimento de uma quantidade relativamente baixa de solvente. A operagéo € mais vantajosa
com uma bomba de dois pistdes, onde um impulsiona o eluente enquanto o outro
simultaneamente enche o reservatério (Weston e Brown, 1997; Meyer, 2010).

Injecdo da amostra

Para se obter uma boa eficiéncia em andlises cromatogréficas, um fator muito
importante a considerar € a maneira como se introduz a amostra na coluna, pois mesmo a
melhor coluna produz um resultado de separacao fraco se a inje¢do nao for feita com cuidado
(Meyer, 2010).
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O volume de injecdo maximo pode ser controlado mediante um loop (capilar de
amostragem) na valvula de injecdo. A reprodutibilidade da injecdo manual depende da pericia
do operador, sendo os requisitos basicos para a andlise quantitativa, a utilizacdo de um loop de
amostra pequeno e uma injecdo com excesso de solucdo de amostra de modo a que o loop
seja totalmente lavado com a amostra. A maior reprodutibilidade de injecdo é obtida com um
injetor automatico com um loop de amostra fixa (Hanai, 1999)

Os injetores de vélvula sédo normalmente utilizados em instrumentacdo comercial, pois
a amostra é introduzida, com o minimo de interrupgao do fluxo. Os dispositivos de injecdo sao
a base para a injecdo manual e automatica devido a sua facilidade de uso, fiabilidade e
facilidade de automacdo. Uma valvula de injecéo tipica é a valvula de seis portas, possuindo
duas posicdes: a posicdo de carga e a posicdo de injecdo. Para introduzir a amostra, a valvula
é ligada pela primeira vez para a posicdo de carga, nessa posicdo, a fase mével ultrapassa o
loop de amostra e flui directamente a partir da bomba através da valvula para a coluna. Ao
mesmo tempo, a amostra € introduzida no loop de amostra através do orificio da agulha, sem
interromper o fluxo de eluente. Para introduzir a amostra no cromatografo, a vélvula é ligada
para a posi¢ao de injecdo e a fase movel é utilizada para impulsionar a amostra para a coluna
(Weston e Brown, 1997).

A dimensdo do loop de amostra pode variar, dependendo do volume da amostra.
Normalmente o loop de amostra varia entre os 5UL e 5mL e cada um deve ser removido
manualmente antes que o outro seja colocado no lugar. A substituicdo de um tamanho de loop
por outro € a maior desvantagem dos injetores manuais. A precisdo deste tipo de injetores
varia com a dimenséao do loop, desde cerca de 5%, para um loop de 2mL a 30% para um loop
5uL. A necessidade da injecdo auténoma e precisa de amostra, levou ao desenvolvimento de
uma grande variedade de injetores automaticos (Weston e Brown, 1997).

Os injetores automaticos contém uma versdo acionada mecanicamente da valvula de
seis portas encontrada em injetores manuais, o funcionamento é semelhante ao dos manuais,
mas a amostra € introduzida automaticamente a partir dos vials (frascos que contém a amostra
preparada para a andlise) que se encontram num carrossel (suporte com pocos onde se
colocam os vials). O formato de carrossel € um meio confidvel e rapido de transporte de
amostras para posterior injecdo. A amostra pode ser introduzida no loop de amostra de
diversas maneiras: o frasco pode ser pressurizado para forgar a amostra para fora, ou pode ser
utiizada uma seringa. A seringa é geralmente controlada por um motor de modo a que
diferentes volumes de amostra possam ser injetados reprodutivelmente, preenchendo
parcialmente o loop de amostra. Uma vez o loop de amostra carregado, a valvula atua

eletricamente (Weston,Brown, 1997; Gratzfeld-Hiisgen,Schuster, 2001).
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Pré-coluna

A pré-coluna, como o nome indica, é colocada antes da coluna e serve de protecao
entre o injetor e a coluna. Contétm o mesmo enchimento da coluna analitica impedindo a
contaminacdo por impurezas, evitando assim alteracbes no desempenho da coluna e
aumentando o seu tempo de vida. A pré coluna também funciona como saturador da fase

movel impedindo assim o seu arrastamento na coluna (Meyer, 2010).

Colunas

A coluna cromatogréafica permite separar uma mistura nos seus componentes. A
seletividade, capacidade e eficiéncia da coluna sédo afetados pelo material de enchimento da
coluna ou material de construcao (Weston e Brown, 1997).

A maioria das colunas de HPLC é feita de aco inoxidavel de grau 316, que é aco
austenitico de crémio-niquel-molibdénio, resistente & pressdo habitual em HPLC e também
relativamente inerte a corrosdo quimica. O interior da coluna ndo deve ter superficies asperas,
sulcos ou estruturas microporosas, de modo que os tubos de ago devem ser perfurados com
precisé@o ou polidos ou eletropolido apds a fabricagdo comum (Meyer, 2010).

Os enchimentos mais modernos de HPLC sdo microparticulas de varios tamanhos,
formas e porosidades. A superficie das particulas pode ser modificada em qualquer meio fisico
ou quimico de modo a permitir o acesso a qualquer tipo de cromatografia classica. A silica em
gel é a principal fase estacionéria para a cromatografia de adsorcdo, embora a utilizacdo de
outros oxidos metalicos, tais como alumina e zirconio, bem como carbono e hidroxiapatita
também tenham sido descritas. A silica é abundante, barata e disponivel numa grande
variedade de formas, tamanhos e porosidade. Além disso, os grupos funcionais podem ser
facilmente ligados aos silandis. A principal desvantagem da silica é a sua instabilidade em altos
e baixos pH, isto é, acima de pH 8, ou abaixo de pH 2, o que limita os eluentes que podem ser
utilizados. Tém-se verificado a utilizagdo crescente de enchimento a base de resina tal como
poliestireno ou polimeros a base de acrilico, sendo estes particularmente utilizados na
cromatografia por exclusdo de tamanho e cromatografia de permuta iénica, no entanto, as
colunas de fase inversa a base de resina também estdo comercialmente disponiveis. Embora
as colunas de resina possam ser utilizadas numa ampla gama de pH (pH 1-13), elas s&o mais
limitadas em termos de pressao que as colunas a base de silica (Weston e Brown, 1997).

Microparticulas porosas séo as particulas da fase estacionaria mais comuns em HPLC.
O tamanho dos poros dita a superficie com a qual a amostra interage. Particulas com poros
pequenos apresentam uma elevada area superficial e, portanto, tém uma maior retencdo. As
moléculas grandes, tal como as proteinas, podem ser excluidos dos poros pequenos, logo para
este tipo de moléculas é preferivel um enchimento com maior tamanho de poro. O
comprimento da coluna afeta tanto a eficiéncia como a velocidade da separa¢éo. Colunas mais
longas resultam em longos tempos de analise, mas no entanto, a eficiéncia da coluna tende a
aumentar com o tempo de analise. Em geral, sdo utilizadas colunas curtas para separagées

simples. As colunas analiticas podem variar de 30 a 300mm de comprimento.
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De seguida ficam alguns dos requisitos fundamentais para o bom funcionamento das
colunas em cromatografia liquida de alta eficiéncia. As particulas devem ser esféricas e com
tamanhos que devem variar de 3 a 10 um, estas devem de ser resistentes a pressoées tipicas
encontradas na HPLC 6,1-20,5 MPa, mas de preferéncia superior a 27,2 MPa e ndo devem
encolher ou inchar com a natureza do eluente. A gama de diametros de poro médio deve ser
entre 0,01 e 0,1 um. A superficie interna do material deve ser homogénea. O material de
enchimento deve ser quimicamente inerte em todas as condicbes de pH e composicdo do
eluente. As caracteristicas fisico-quimicas do material devem ser reprodutiveis de lote para lote
e de fabricante para fabricante (Weston e Brown, 1997).

Detetor

Os dispositivos utilizados para a detecdo de sinal numa cromatografia em coluna
baseiam-se tipicamente nas diferencas das propriedades fisicas ou quimicas entre o eluente e
0 analito. Alternativamente, o solvente pode ser evaporado para permitir a detecdo por
espectrometria de massa de ionizacdo de chama, ou através de outros meios de detecéo.
Propriedades exploradas na detecédo de analitos na presenc¢a da fase mdvel incluem absorcéo
de luz na gama do infravermelho, visivel ou ultravioleta, a fluorescéncia de luz absorvida,
dispersdo de luz, refracdo da luz, viscosidade, condutividade, reatividade eletroquimica,
reatividade quimica, volatilidade, rotagdo Otica, e constante dielétrica. Apesar dos diversos
detetores todos devem possuir determinadas caracteristicas, tais como, serem igualmente
sensiveis a todos o0s picos eluidos ou registar apenas aqueles de interesse; ndo serem
afetados por mudangas na temperatura ou na composicdo da fase mével; terem a capacidade
de controlar as pequenas quantidades de composto; ndo contribuirem para o alargamento do
pico; reagir rapidamente de modo a obter picos estreitos que passam rapidamente pela célula;
serem de facil manipulacgao, robustos e baratos (Swadesh, 2001; Meyer, 2010).

Dos detetores referidos anteriormente, 0os mais comuns sdo 0s que se baseiam na
absorvancia de luz ultravioleta e na refracdo da luz (Swadesh, 2001).

A funcdo do detetor € monitorizar a luz que passa através do eluente. Quando um
composto de absorcdo de UV, se dissolve no eluente, passa através do detetor, que absorve
uma parte da luz, impedindo-o assim de atingir o sensor de luz. A diminui¢cdo da luz resulta
numa saida elétrica que € alimentada a partir do detetor no sistema de dados. A concentragcdo
de soluto e a intensidade da luz transmitida através da célula de fluxo estéo relacionadas de
acordo com a lei de Lambert-Beer,

A=gcd

Onde € representa a absortividade molar, ¢ a concentracdo molar, d o comprimento da célula.

A é o produto de todos estes fatores, sendo conhecido com a absorvancia (Weston e Brown,
1997; Meyer, 2010).

Quanto maior for a absortividade molar do soluto e/ou quanto maior for a concentragéo
de soluto, maior serd o sinal (Weston e Brown, 1997).
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A fase movel deve ser selecionada para a transparéncia 6tica no detetor de luz de
comprimento de onda, ou seja, a sua absorvancia deve ser zero ou, pelo menos, ser
eletronicamente ajustavel para zero. Se for este o caso, o sinal do detetor em si também é igual
a zero, e o integrador esta definido para a posicdo desejada e produz a linha de base. De
acordo com a equacdo acima, a altura do pico é a fungcdo da absortividade molar e a
concentracao de uma substancia que passa através da célula do detetor. Compostos com uma
capacidade de absor¢do molar mais elevada produzem picos maiores do que aqueles de baixa

absortividade molar, quando a mesma quantidade de composto é injetada (Meyer, 2010).

Processador de dados

O Processador de dados, ndo sé controla todos os moédulos do aparelho de HPLC,
como também converte o sinal do detetor e usa-o para determinar o tempo de eluicdo (tempo
de retencdo) dos componentes da amostra (analise qualitativa) e a quantidade de amostra
(analise quantitativa), apresentando o sinal do t em forma de cromatograma (Gratzfeld-Hiisgen
e Schuster, 2001).

2.5. DETERMINACAO DE TEOBROMINA EM AMOSTRAS DE
CACAU E SEUS DERIVADOS POR HPLC

Os regulamentos em vigor na Europa, especificam as quantidades minimas de cacau
numa vasta gama de produtos derivados de cacau, e fizeram com que os fabricantes de
chocolate e laboratérios de investigacéo realizassem andlises de rotina a este tipo de produtos
(Richards e Waliles, 2012).

Os alcal6ides, teobromina e cafeina, estdo naturalmente presentes no cacau, como tal, a
determinacéo dos sélidos totais de cacau isentos de gordura, € realizada utilizando um fator de
converséo calculado a partir de andlise de amostras de cacau destes alcaldides genuinos.Nos
tltimos 50 anos, pouco trabalho sistematico foi feito para determinar se o nivel de alcaléides
mudou, como resultado de diferentes métodos de producdo ou fatores ambientais. Para fazer
face a esta lacuna foi calculado um fator de conversé@o atualizado, através de um estudo
realizado a partir de 191 amostras pelo projeto Q01122 da FSA (Food Standards Agency). A
partir deste estudo determinou-se que o fator de conversdo médio para determinar os sélidos
totais de cacau isentos de gordura, a partir da determinac@o de teobromina € 40,7 e a partir
dos alcaldides totais é 36,1 (Richards e Wailes, 2012).

Varios métodos de extracdo de teobromina de produtos de cacau tém sido descritos ao
longo dos anos com 0 objetivo de obter métodos cujo rendimento fosse mais elevado.

O primeiro relatério sobre este tema foi publicado em 1894 no jornal The analyst por
William Kunze. Este estudo consistiu em analisar todos os métodos utilizados na época para a

determinac@o de alcaldides e adapta-los a um método cujos resultados fossem melhores.
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Sendo que o0 método final consistiu na realizacdo de uma digestédo acida ao cacau, seguido de
precipitacdo dos alcaldides e proteinas para posteriormente se separarem o0s alcal6éides com
hidréxido de bario. Os alcaldides foram extraidos com cloroférmio e o residuo da evaporacéo
foi analisado pelo azoto total (Kunze, 1894).

Em 1921 e 1935 outros métodos, semelhantes ao anterior, foram publicados, sendo
gue a digestao e extracdo de teobromina sofreu alteragbes, mas a quantificacdo também era
realizada pela determinacdo de azoto total. Em 1950 o método publicado necessitava de
extracdo da gordura da amostra antes de extrair os restantes residuos de cacau e a
determinacdo de teobromina era feita através de titulacdo com nitrato de prata (Naik, 2001;
Richards e Wailes, 2011).

Mais tarde comecou-se a utilizar a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
a determinacdo de teobromina em amostra de cacau e seus derivados. As vantagens da
utiliza¢é@o desta técnica sdo a eficiéncia, sensibilidade e especificidade quando comparada com
outras técnicas. Outra vantagem deste método € a possibilidade de quantificacdo de mais do
gue um alcaldide na mesma anélise (Naik, 2001).

Mesmo apés a utilizagdo da técnica de HPLC muitos métodos foram alterados e
melhorados.

O método desenvolvido por Kreiser and Martin envolvia a extragdo da gordura com éter
de petréleo e apds a amostra estar desengordurada era extraida com agua quente, filtrada e
injetada no HPLC. Timbie et al, Liang et al e Watanable et al. desenvolveram o método que
envolviam o refluxo das amostras com alcool e posterior filtragdo e analise por HPLC (Naik,
2001).

A Association of Official Agricultural Chemists (AOAC), também desenvolveu um
método com extracdo de gordura utilizando éter de petr6leo e posteriormente ao residuo era
adicionada agua e colocado num banho de agua a 100°C durante 25 minutos. Apdés o
arrefecimento era transferido para um tubo de centrifugacdo e centrifugado. O liquido
sobrenadante era utilizado para a quantificagdo de teobromina por HPLC. Mais tarde a AOAC
publicou outros métodos, esses métodos descreviam a extracdo utilizando agua e &cido
acético, 4gua quente, &cido sulfirico e mais métodos utilizando solventes para extracdo de
gordura das amostras (Richards e Wailes, 2011).

Mas todos estes métodos tinham desvantagens na preparacdo das amostras e a sua
aplicacéo limitada a apenas um alcaldide e uma vez que este tipo de analises se efetua em
laboratérios de rotina ou em fabricas de processamento sdo necessarios métodos cuja
preparacao seja facil e rapida, bem como ter uma vasta gama de aplicagao, ou seja determinar
mais de um alcal6ide ao mesmo tempo, teobromina e cafeina (Naik, 2001).

A teobromina é apenas moderadamente sollvel em 4gua fria. No entanto, é solivel em
agua quente e acidos minerais ou bases. Devido a natureza dos produtos de cacau, em que
um elevado teor de gordura esta presente, alguns métodos utilizam uma etapa de processo de
desengorduramento antes da extracao do alcaldide, no entanto a teobromina é quase insoltvel

em gordura e, portanto, esta etapa seria desnecessaria (Richards e Wailes, 2011).
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Caudle et al. realizaram um estudo com dois métodos, para a determinacdo de
teobromina, um dos métodos é o indicado pela AOAC e prevé uma fase de extracdo de
gordura, enquanto o outro método apenas utiliza extracdo aquosa. A principal conclusdo foi
gue de facto a remocao dos lipidos é desnecessaria (Caudle et al., 2000).

O método utilizado atualmente por grande parte dos laboratérios foi publicado no
catalogo de métodos VEMS (Validated Enforcement Method). Este método permite quantificar
a teobromina e cafeina ao mesmo tempo e a preparagdo da amostra € rapida e facil, neste
método a amostra homogeneizada é fervida apés a adi¢cdo de acido cloridrico e agua. Ap6s o
seu arrefecimento sdo adicionados os reagentes de clarificacdo Carrez. A mistura € depois
filtrada e injetada no HPLC, usando uma coluna RP-18 a 40°C e quantificada a 205 nm
(Richards e Wailes, 2011).

2.6. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O objetivo de qualquer medida analitica € a obtencdo de dados confiaveis, consistentes e
precisos. Métodos analiticos validados desempenham um papel fundamental na execucao
deste objetivo (Huber, 2010).

Os resultados da validacdo de um método podem ser utilizados para avaliar a qualidade,
confiabilidade e consisténcia dos resultados analiticos, que é parte integral das boas praticas
analiticas. Quando se trata de laboratérios envolvidos no contexto de gestdo de qualidade e
acreditacdo, a validacdo dos métodos é exigida pelas normas de padrdes de qualidade,
garantindo assim total confian¢a dos resultados obtidos (Huber, 2010).

Ao longo dos tempos vérias definicbes de validagdo tém sido descritas na literatura. De
acordo com a I1SO 8402:1994, a validacdo é “Confirmacédo mediante controlo e apresentacéo
de evidéncias objetivas de que sdo cumpridos 0s requisitos especificos de um determinado uso
pretendido” (Feinberg, 2007).

Segundo a NP/EN/ISO 17025:2005 a validacdo é necessaria para confirmar a aptiddo
para a utilizacdo de um determinado método analitico, isto €&, verificar que um protocolo
definido para o método € aplicavel a um produto especifico a testar e a uma gama de
concentracdo definida do analito (17025:2005).

Nas mais recentes diretrizes IUPAC o método de validagdo deve realizar um conjunto
de ensaios, que testa todos o0s pressupostos no qual o método analitico se baseia,
estabelecendo e documentando o desempenho do método, demonstrando assim a sua
adequacao para um determinado objetivo. Sendo as caracteristicas de desempenho do método
a aplicabilidade, seletividade, calibracdo, exatidao, preciséo, recuperacdo, gama de trabalho,
limite de quantificacdo e de detecdo, sensibilidade e robustez. Além destes parametros
também é necessario ter em conta a incerteza associada (Thompson et al., 2002).

No presente estudo os parametros necessérios a validacao do método foram avaliados

segundo o guia Relacre n°13. Este documento tem como objetivo uniformizar os critérios
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utilizados de modo a demonstrar que um método interno de ensaio, nas condi¢cdes em que é
praticado, tem as caracteristicas necessarias para a obtencéo de resultados com a qualidade
exigida. Demonstrando assim, através da validacdo, que o laboratério dispde de meios e
critérios objetivos, que, conduzem a resultados crediveis e adequados a qualidade pretendida
(Relacre, 2000).

De acordo com o Guia Relacre 13 o estudo de determinados parametros, entre os
guais se destacam, a curva de calibracdo, os limiares analiticos e a sensibilidade, permite

interpretar as informag@es veiculadas pelos estudos e ensaios efetuados (Relacre, 2000).

2.6.1. Curva de Calibracao

A curva de calibracdo em analises quantitativas diz respeito, a relagéo existente entre a
resposta do instrumento e as concentra¢des conhecidas do analito (Relacre, 2000).

Para o procedimento de calibragdo analitica sdo preparadas uma série de solucdes
padrdo cuja concentracdo do parédmetro a dosear € conhecida. Estas sdo medidas no
equipamento analitico, nas mesmas condi¢cbes das amostras a analisar, em que, para cada
uma, o instrumento ira gerar um sinal proporcional a concentragdo do analito estabelecendo-se
assim uma curva de calibragéo, permitindo, através de interpolagdo determinar a concentragéo
do pardmetro nas amostras (Relacre, 2000).

Os padrdes de calibragdo devem distribuir-se equitativamente pela gama de trabalho,
tendo em conta que o branco de calibracdo tem muitas vezes valor diferente de zero e que
nestas condi¢des deve ser incluido na curva de calibragdo. Na eventualidade de ser utilizado o
método dos minimos quadrados, o eixo vertical y, representa a resposta instrumental do
equipamento e o eixo horizontal x, representa as concentracfes dos padrdes, uma vez que se
assume que os erros associados aos valores de x sdo desprezaveis face aos de y (Relacre,
2000).

Quando a curva de calibracdo representa uma fungéo polinomial de primeiro grau, isto
€, uma reta e caso seja utilizado o método dos minimos quadrados para as regressdes
lineares, prevé-se uma distribuicdo normal para oS erros e € necessario garantir a

homogeneidade de variancias ao longo da reta (Relacre, 2000).

A forma algébrica da equacéo da reta é dada por ¥ = @ + DX  em que, a representa a
ordenada na origem e b o declive da reta. A reta € formada por um conjunto de pares
ordenados e independentes (x1, y1);...; (xXN,yN) que N devera corresponder a N pontos
marcados na reta. Geralmente o ponto (x1,yl) pertence ao branco. A média dos valores de x
correspondente & concentracdo dos padrdes utilizados representa-se por ¥ e a média dos
valores de y referente ao sinal instrumental representa-se por ¥ (Relacre, 2000).

Um dos parametros de avaliagdo da calibracao analitica € o coeficiente de correlacdo
(A). Este pardmetro pode tomar valores entre -1 e +1, mas para efeitos de validacdo de

métodos, o seu valor deve ser superior a 0,995 (Relacre, 2000).
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2.6.1.1. Gama de Trabalho

Gama de trabalho define-se como sendo o intervalo entre a concentracdo mais baixa e
a concentracdo mais alta do analito da amostra, para o qual se verifica que o procedimento
analitico tem um adequado nivel de precisé@o e exatiddo (Thompson et al., 2002).

Segundo o guia Relacre 13, quando se utiliza uma metodologia que envolve o tracado
da curva de calibracdo, a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade de
variancias, para este teste e de acordo com a ISO 8466-1 o numero de padrdes ndo deve ser
inferior a cinco, sendo que o recomendado sdo dez e devem distribuir-se equitativamente na
gama de concentra¢8es (Relacre, 2000).

O primeiro e o Ultimo padrdo sdo analisados em dez réplicas independentes de modo a
determinar as variancias associadas aos mesmos, S%; . S°10, do seguinte modo,

57 = i (v — }71')2
n;—1
em que
5= 2}21(3’“)1

n;

sendo i 0 numero do padrédo e j o nimero de repeticdes efetuadas para cada padrao.

As variancias séo testadas de modo a examinar as diferengas significativas entre elas,
nos limites da gama de trabalho efetuando o calculo do valor teste PG

S? s?
a) PG == b) PG = —-
N Sio

a) Quando SZ, > S?

b) Quando S2 > S3

Compara-se o valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher, para n-1
graus de liberdade:
e Se PG = F a diferenca de variancias nédo é significativa e a gama de trabalho esta
ajustada.
e Se PG > F adiferenca de variancias sao significativas e a gama de trabalho deve ser
ajustada até que a diferenca entre variancias relativas ao primeiro e Ultimo padréo

sejam aceites.

2.6.1.2. Linearidade

A linearidade é a capacidade do procedimento analitico, obter resultados de ensaios,
proporcionais a concentracdo do analito da amostra, dentro de uma determinada gama de

trabalho (Huber, 2010).
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A representacao grafica da resposta do sinal em funcdo da concentracdo de analito
(curva de calibrac&o) juntamente com o célculo e analise do coeficiente de correlagdo (°) sdo a
forma mais simples de observar a linearidade do método. Mas este coeficiente apenas é bom
indicador de correlacdo, mas nao necessariamente de linearidade. Dai que este teste de
linearidade ndo deve ser analisado isoladamente (Relacre, 2000).

O teste das areas normalizadas, o teste de analise de residuos, o teste de RIKILT e
ainda o modelo estatistico definido pela norma 8466-1, sdo testes de linearidade
complementares ao coeficiente de correlagdo de modo a garantir uma avaliacao fiavel, onde se

seguem os objetivos de cada um (Silva, 2010):

Teste areas normalizadas tem como objetivo avaliar a dispersao entre os resultados obtidos na

calibracdo em relacdo aos valores tedricos, e verificar que esta dispersao nao é superior ao

intervalo previamente estabelecido.

Teste de residuos baseia-se na avaliacdo da diferenca entre os valores experimentais e

valores ideais da reta de calibracdo, quando esta diferenca é superior a 15% o residuo em
causa deve ser excluindo, reduzindo assim a gama de concentracbes e aplicando-se

novamente o teste até a obtencao do requisito.

Teste RIKILT permite analisar a linearidade em cada ponto da reta. Como tal determina-se a
razdo entre cada sinal instrumental e a concentracdo respetiva e é tracado um gréfico de modo
a avaliar o seu comportamento linear.

O valor médio atribuido é 100%, indicando assim a linearidade perfeita. Para admitir a
linearidade do método cada ponto de calibragédo deve estar entre 0os 90% e 110%. Caso algum
nao verifique este requisito é excluido e o grafico é realizado novamente até que se comprove
a linearidade.

Modelo estatistico de acordo com a norma 8466-1 baseia-se na diferenca de variancias obtidas

a partir dos desvios padréo residuais da funcao de calibracdo linear e ndo linear. Partindo deste
valor determina-se o valor teste PG, que é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F

de Snedecor/Fisher para n-1 graus de liberdade e uma probabilidade de 95 %:

Se PG = F afuncéo é linear

Se PG * F afuncéo de calibragcdo néo € linear.

2.6.2. Limiares analiticos do método de ensaio

Com base nos padrbes escolhidos para a teobromina determinaram-se os respetivos

limiares analiticos (limite de detecao e limite de quantificacéo).
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2.6.2.1. Limite detecao

Limite detecéo é o teor minimo medido, a partir do qual é possivel detetar a presenca de
analito na amostra em teste, com uma certeza estatistica razoavel. Ou seja, corresponde a
mais pequena quantidade de substancia a analisar que € possivel detetar, mas néo
necessariamente quantificar como valor exato.

Uma leitura inferior ao limite de detecdo, ndo significa a auséncia de analito na amostra,
apenas significa que, com uma probabilidade definida, a concentracéo do analito em questdo é
inferior a um determinado valor (INAB, 2012).

Para uma correta definicdo do limite de detecdo é necessario introduzir dois conceitos de
estatistica: erro tipo | e erro do tipo Il

Erro tipo | (a) é a probabilidade de concluir pela presenga do componente em analise,
quando de facto ndo existe esse componente na amostra,;

Erro tipo Il (B) é a probabilidade de concluir pela auséncia do componente em analise,
quando ele de facto existe (Relacre, 2000).

Para uma correta analise dos limiares analiticos estes dois erros devem ser minimizados,
segundo recomendagdes da IUPAC a = 3 = 5% (INAB, 2012).

Quando o método analitico envolve a utilizagdo da calibragéo linear, o limite de detecéo é
calculado através do desvio padrdo residual da curva de calibracdo, de acordo com a
expressao:

3,3 Sj-fx
LD=——7—
b

Onde,
3,3 corresponde ao valor K, que é um fator numérico escolhido de acordo com o nivel de
confianga requerido, neste caso 99,7%

Sy . N . . ~
Yl corresponde ao desvio padrao residual da curva de calibracdo

b corresponde ao declive da mesma.

2.6.2.2. Limite de quantificacao

Corresponde a concentracao mais baixa medida, a partir da qual é possivel a quantificagcao
do analito, com determinada exatiddo e precisdo. Normalmente este limiar analitico
corresponde ao padrdo de calibracdo de menor concentragéo (excluindo o branco) (Thompson
et al., 2002).

Segundo as recomendacdes IUPAC, apds a sua determinacdo este deve ser testado de
modo a averiguar se a exatiddo e precisdo conseguida € satisfatéria. Para este teste
determina-se em condi¢cdes de precisdo intermédia, uma série de padrfes internos com
concentracbes préoximas ao limiar de quantificacdo, cujo coeficiente de variacdo deve ser
inferior a 10% (Relacre, 2000).

10+ Sy,
LQ.= ——*
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No limite de quantificacdo o valor K=10, significa que o desvio padrdo relativo é de 10%
(Taverniers et al., 2004).

A atualizacdo dos limiares analiticos — limite de detecao e limite de quantificacdo — devera
ser efetuada sempre que ocorram alteracbes de factores de influéncia, tais como mudanca de
analista, alteracdo dos reagentes ou equipamentos usados na determinacéo, entre outros, ou
sempre que se elabora uma nova curva de calibragéo, e se utiliza os dados da mesma para o
célculo dos limiares, sendo que, podera ser feito um estudo ao longo do tempo e adotar como
limiares analiticos a média aritmética dos limites de detecdo e quantificagdo calculados
recorrendo a uma série significativa de curvas de calibracdo, desde que se observe

estabilidade nos valores dos limiares obtidos ao longo do tempo (Relacre, 2000).

2.6.3. Sensibilidade

A sensibilidade do método € o gradiente de resposta da curva, ou seja, permite avaliar
a capacidade de um método ou equipamento para distinguir pequenas variacbes de
concentracao de um analito. Esta grandeza € constante ao longo de toda a gama de trabalho e
igual ao declive da reta de calibragdo, quando a curva de calibracao, é definida por um modelo
linear (Relacre, 2000; Taverniers et al., 2004)

Um método é chamado sensivel quando uma pequena variagdo na concentracédo do
analito causa uma grande variacdo no sinal medido (Taverniers et al., 2004).

A sensibilidade tem bastante interesse pelo seu aspecto relativo, ou seja, quando se
pretende averiguar a sua evolucdo ao longo do tempo ou quando se pretende compara-la entre
diferentes métodos analiticos, baseados em modelos lineares, para o0 mesmo analito ou ainda

quando se compara a sensibilidade para varios analitos (Relacre, 2000).

2.6.4. Precisao

A precisdo tem como objetivo avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre a mesma amostra, semelhantes ou padrdes, em condi¢des
definidas. De modo a minimizar efeitos de matriz € mais realista estudar a precisdo sobre
amostras (Relacre, 2000).

Este parAmetro € normalmente avaliado usando o valor do desvio padrdo relativo
também conhecido como coeficiente de variagdo, em circunstancias especificas de medicéao,
como a repetibilidade, a preciséo intermédia e a reprodutibilidade (Thompson et al., 2002).

Além do coeficiente de variacdo e desvio padrao, os limites de repetibilidade (r) e
reprodutibilidade (R) s&@o pardmetros adicionais, mas muito importantes na avaliacdo da
precisdo. Estes critérios indicam o valor abaixo do qual se devem situar, com uma
probabilidade de 95%, a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio obtidos nas

condicdes de repetibilidade ou reprodutibilidade (Taverniers et al., 2004).
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2.6.4.1. Repetibilidade
A repetibilidade € o parametro que da a percecdo da variabilidade existente entre
resultados de medi¢Bes sucessivas, aquando a sua realizacdo, pelo mesmo analista, no
mesmo equipamento e num curto intervalo de tempo. Permitindo estimar as diferencas
provaveis entre resultados de réplicas obtidas durante a analise de um mesmo lote ou série
analitica (Eurachem, 1998; Relacre, 2000).
Para determinar a repetibilidade efetuam-se séries de medicdes (" = 10) sobre a mesma
amostra, em condic¢des de repetibilidade.

Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade (r) é avaliado segundo:

r=28- \5,,

Em que, 9~ é o desvio padrdo da repetibilidade associado aos resultados obtidos
(Relacre, 2000).

Este pardmetro indica se a diferenca entre andlises duplicadas € significativa em termos de
repetibilidade (Eurachem, 1998).

O coeficiente de variagdo € numericamente igual ao desvio padrao da repetibilidade a

dividir pela média dos valores considerados, sendo dado por:

sri
C.V.(%)=—x 100
x

Coeficiente de variacao inferior a 1%, é o critério exigido para garantir a repetibilidade do
método (Shabir, 2004).

2.6.4.2. Reprodutibilidade

A precisdo sob condi¢cdes de reprodutibilidade refere-se aos resultados de medi¢cdes
independentes obtidos com o mesmo método, em amostras idénticas, em laboratorios
diferentes, por diferentes operadores e equipamentos (INAB, 2012).

O limite de reprodutibilidade (R) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma
probabilidade especifica, 95%, a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio, obtidos

nas condicdes referidas (Relacre, 2000).

Para um nivel de confianga de 95%, o limite de reprodutibilidade ( R ) é avaliado segundo:

R=28- \_;‘sjﬁ

Em que, S&: é o desvio padréo da reprodutibilidade associada aos resultados obtidos.

O coeficiente de variacdo € numericamente igual ao desvio padréo da reprodutibilidade a

dividir pela média dos valores considerados, sendo dado por:
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5.
c.v.(%}=§x 100

Coeficiente de variacdo inferior a 1%, é o critério exigido para garantir a reprodutibilidade
do método (Shabir, 2004).

2.6.4.3. Precisdo intermédia

Precisdo intermédia, refere-se a concordancia entre resultados obtidos sobre a mesma
amostra, no mesmo laboratério, em dias de andlise diferente, mas com variacdo de
determinadas condi¢cbes, como por exemplo o analista ou equipamento. Estas condicGes tém
de ser definidas (Eurachem, 1998).

Para a determinacdo da precisdo intermédia recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes com analistas diferentes. Esta medida de precisdo é reconhecida como a mais
representativa da variabilidade dos resultados do laboratério. Segundo a norma ISO 5725:3, a
precisdo intermédia pode ser avaliada de trés formas distintas: através de cartas de controlo de
amplitudes aplicadas a réplicas, a duplicados da amostra e a padrdes, quando se realizam n
ensaios sobre t amostras ou padrées ou quando se realizam n medi¢cBes sobre uma mesma
amostra, amostras supostamente idénticas ou o0 mesmo padréo. De acordo com esta norma o
método considera-se preciso em termos de preciséo intermédia se o coeficiente de variagao for
inferior a 5.0% (Relacre, 2000; Thompson et al., 2002).

SPI
C.V.(%) =— x 100

2.6.5. Exatidao

O ICH, International Conference on Harmonisation, define a exatiddo de um procedimento
analitico, como o grau de concordancia entre o valor de referéncia aceite e o valor do resultado
de um ensaio (Huber, 2010).

A exatiddo quando aplicada a uma série de resultados de ensaio estd dependente da
combinagé@o de componentes de erros aleatérios e erros sisteméaticos (Relacre, 2000).

A avaliacdo deste parametro pode ser efetuada de diversas maneiras, entre elas
destacam-se algumas tais como, a comparacdo de resultados do método a validar com
resultados de um método de referéncia estabelecida, nesta abordagem é necessario o
conhecimento da incerteza do método referéncia. Outra alternativa a avaliagdo da preciséo é
por meio da analise de uma amostra com concentra¢cdes conhecidas, por exemplo uma
amostra de controlo ou materiais de referéncia certificados (MRC) e comparar o valor medido
com o valor real, conforme fornecido pelo material. Caso néo haja disponibilidade referente aos
MRC ou a amostras de controlo, outra alternativa €, analise a matriz da amostra fortificada com
concentracdo conhecida de analito (Huber, 2010).
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O documento ICH recomenda que a exatiddo seja avaliada através de um minimo de nove
determinacdes ao longo de um periodo minimo de trés niveis de concentracdo cobrindo a faixa

especificada. Uma das maneiras de avaliar este parametro é segundo a percentagem de

recuperacado, através do ensaio da quantidade conhecida de analito adicionado (Eurachem,
1998; Huber, 2010).
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3. CARACTERIZACAO DA EMPRESA
3.1 SGS - SOCIEDADE GERAL DE SUPERINTENDENCIA, S.A.

Fundada originalmente em 1878 em Rouen como
um entreposto Francés para a inspecao do comércio
internacional de cereais a granel, a companhia foi
registada como Société Générale de Surveillance em
1919, em Genebra.

Atualmente a SGS é a maior organizacdo mundial

no dominio da Inspecdo, Verificacdo, Anadlise e

Certificacdo, com sede em Genebra, Suica esta empresa

SGS

Figura 3.1 Logotipo SGS, S.A. 3 3 .
estd presente em cerca de 140 paises operando em mais

de 1.500 escritorios e laboratérios com o logotipo apresentado na figura 3.1.

A SGS Portugal foi fundada em 1922 pelo grupo SGS, tendo determinado que esta
afiliada desenvolvesse a sua atividade pelos mesmos principios geradores da acao do proprio
Grupo a Independéncia, a Integridade, a Confidencialidade e a Inovacao.

Originalmente dedicada ao controlo de opera¢cdes de carga e descarga de cereais a
granel, a SGS Portugal foi alargando a sua atividade a outros setores adaptando-se as
exigéncias do mercado. Os servicos abrangem inspec¢fes, andlises e ensaios, verificagcao
metroldgica acreditada, inspecdes e auditorias técnicas nos mais diversos ramos. Possuindo
laboratérios acreditados nas areas Agroalimentar, Detergentes, Produtos de Higiene,
Cosméticos, Dispositivos Médicos, Ensaios N&o Destrutivos, Ambiental e Seguranca
Ocupacional. A SGS assegura que 0s seus produtos cumprem os padrdes internacionais,

garantindo assim a seguranc¢a do consumidor.

Laboratério SGS

O laboratdrio alimentar da SGS é composto pela sala de rece¢do de amostras,

laboratério de microbiologia e laboratério quimica, onde foi

— . % —— inserido o estagio.

N O laboratério agroalimentar SGS foi fundado a 25 anos
: j— 1988-2013 de modo a dar suporte ao controlo de operacdes de cereias. A
ﬁ-‘N OS partir dai comecou a desenvolver as analises de quimica

SGS MULT'LAB classica, tendo neste momento uma posi¢cdo muito robusta e

consistente no mercado a nivel de analises nutricionais.

Figura 3.2 Logotipo da SGS Multilab ) ) .
Mais recentemente foram desenvolvidas analises a

aguas, detergentes e cosméticos e na vertente alimentar, o laboratério de Quimica da SGS,
atualmente, tem apostado no desenvolvimento e implementacédo de metodologias de quimica
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instrumental, nomeadamente espetroscopia de absorcdo atomica e métodos cromatograficos.
O estagio curricular teve como fim continuar a expansdo na area de trabalho referida
anteriormente, sendo o principal objetivo a implementacao e validacdo de uma metodologia
associada a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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4. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL
4.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da metodologia para a determinacdo de teobromina em amostras de
cacau e seus derivados por HPLC decorreu no laboratério de Quimica da SGS — Sociedade
Geral de Superintendéncia S.A., em Lisboa. Como tal utilizou-se os equipamentos e materiais
disponiveis nestas instalages.

Para o desenvolvimento da metodologia analitica, foram realizadas inimeras experiéncias
preliminares que levaram a selecéo dos parametros mais adequados para esse fim.

Ao longo dos anos tém sido descritos diversos métodos para a extracdo de teobromina em
produtos de cacau, cuja principal diferenca se baseia, principalmente, na extracdo ou nédo da
gordura. Como tal, foram realizadas experiéncias preliminares, aos dois tipos de métodos, que
levaram a selecdo do método mais adequado para o desenvolvimento da metodologia
“Determinacao de teobromina em amostras de cacau e seus derivados”.

Nesta seccdo sdo descritos, 0s reagentes, materiais e instrumentos necessarios para

ambas as metodologias, a sua descricao e os resultados obtidos em cada uma.

4.2. REAGENTES

Os reagentes utilizados para o método com extracdo de gordura foram o metanol e acido
acético glacial para HPLC adquiridos respetivamente na Carlo Erba e Panreac, agua Milli-Q da
Millipore, teobromina grau pureza 99% adquirido na Alfa Aesar, éter de petréleo, hexano,
solucdes de Carrez | e Carrez Il.

Relativamente ao método sem extracdo de gordura os reagentes utilizados foram
acetonitrilo para HPLC, agua Milli-Q da Millipore, acido acético glacial e acido cloridrico, ambos
adquiridos na Sharlau, teobromina grau pureza 99% da Alfa Aesar, solugcéo Carrez | e Carrez Il
e tampao fosfato.

Para as solugBes Carrez | e Il foi utilizado hexacianoferrato de potassio trihidratado
K4[Fe(CN)g].3H,O de grau analitico, adquirido na Merck e sulfato de zinco heptahidatado
ZnS0,.7H,0 de grau analitico, adquirido na Panreac. Relativamente ao tampéao fosfato utilizou-
se ortofosfato de soédio dihidrogenado (NaH,PQO,) e hidréxido de sédio (NaOH), ambos da
Panreac.

e Acido Cloridrico (0,5M)

Adicionar 44,5mL de &cido cloridrico em agua e diluir num baléo de 1L.
e Solucgéo Carrez |
Dissolver 219g de sulfato de zinco dihidratado em &agua contendo 30g de &cido acético

glacial. Transferir para um baldo de 1L e perfazer com agua.
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e Solucéo Carrez

Dissolver 106g hexacianoferrato(ll) potassio trihidratado em agua, num baldo de 1L e
perfazer o volume.

e Fase Movel A
Acetonitrilo, grau HPLC.

e Fase Movel B: Tampao fosfato, pH =5

Dissolver 3,12g de ortofosfato de sédio dihidrogenado em agua ultra pura num baldo de 1L
e perfazer. Ajustar o pH com solucao hidréxido de soédio, 0,1M, até pH=5.

e Solucao Hidréxido Sédio, 0,1M

Dissolver 4,0g de hidroxido de sédio em agua ultra pura. Deixar arrefecer e perfazer o
volume do bal&o de 1L.

4.3. PREPARACAO DE SOLUCOES

Fase moével

Tal como mencionado anteriormente, a fase mdével é o eluente que ird separar os
compostos da amostra ao longo da fase estacionaria, dependendo da afinidade dos compostos
da coluna.

Para o método que necessita da extracdo da gordura a fase mével é constituida por
metanol, 4gua ultra pura e &cido acético para HPLC, nas proporcdes de 20:79:1 (v:v)
respetivamente.

Relativamente ao método sem extragdo de gordura, a fase mével € constituida por

tampéo fosfato e acetonitrilo para HPLC na proporg&o 90:10 (v:v).

Solugéo mée e padrdes de teobromina

e Solugdo mée de teobromina (500 mg/L)

Pesar rigorosamente 250 mg de teobromina para um baldo volumétrico de 500 mL.
Dissolver em agua quente, deixar arrefecer e perfazer o volume.

e Preparacdo Solu¢cdes Padréo

Pipetar 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 mL de solucdo méae para um baldo de 50 mL e dissolver

com 4gua, para obter as concentracdes de 25, 50, 100, 200 e 300 mg/L.

4.4. EQUIPAMENTO E MATERIAL

No decorrer deste trabalho foram utilizados os equipamentos e material corrente do

laboratorio.
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4.4.1. Equipamento

e Balanca analitica, com precisdo 0,1 mg da marca Mettler, modelo AE200

e Banho de agua, marca Raypa, modelo Termostatic Bath;

e Banho ultrassons, marca Sonorex

e Placa aguecimento, marca P Selecta

e Equipamento de Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (HPLC), eluicdo isocratica,

com detetor UV, injecdo automatica e sistema de aquisicao de dados, da marca Agilent
Technologies, modelo 1260 Infinity

e Coluna cromatogréfica: Zorbax Eclipse Plus C18 de 4,6 x 100 mm de 3,5 um;

4.4.2. Material

e Tubos de centrifugagéo

e BalGes de 50, 500 e 1000 mL

e Centrifugadora HERMLE Z-206A
e Pipetas volumétricas

e Vial

e Filtros 0,45 um

45. ESTUDOS PRELIMINARES

4.5.1. Método com extracdo de gordura

Este método resulta do procedimento “Teobromina e cafeina — Determinagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia” em cacau e produtos de chocolate, descrito no livro
Instituto Adolfo Lutz - Métodos Fisico Quimicos para analises de alimentos (Kimura et al.,
2004).

Numa fase inicial, o estudo incidiu sobre duas amostras, uma vez que a sua concentragdo
em teobromina era conhecida, possibilitando assim perceber se este método seria ou ndo
adequado.

Dependendo do tipo de amostra é necessario, ou ndo, a preparacao prévia das amostras.
Amostras sélidas necessitam de recurso a moinhos adequados, de forma a promover a sua
homogeneizagdo. No caso de amostras liofilizadas, ou liquidas ndo ha necessidade de
qualquer preparagéo prévia.

A toma depende da percentagem de cacau da amostra. Neste caso como apenas se
utilizaram duas amostra e sendo ambas de chocolate com 60% cacau a toma considerada foi
de 1,04g.
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Amostra fortificada

Para cada ensaio realizado é necessario fortificar uma amostra de modo a garantir que
possiveis interferéncias de matriz ndo interferem na detecdo do analito, neste caso a
teobromina. Um ensaio apenas € considerado valido se a percentagem de recuperacao
relativamente a amostra fortificada for 100+20%.

O procedimento para a amostra fortificada é realizado tal como para as amostras sujeitas a
guantificacdo, mas estas sao sujeitas a adicdo de um padrdo em concentragdo conhecida.

Na presente metodologia adiciona-se 5mL da solucdo méae (500 mg/L) logo apés a
introducdo da amostra no tubo de centrifugacdo. Deste modo sabe-se que se fortificou a
amostra com 25 mg/L, segundo a seguinte equacao:

C1xV1=CyxV,
500 mg/Lx5 mL= C(mg/L) x 100 mL <« C =25 mg/L

e Extracdo gordura

Pesa-se cerca de 1 g de amostra para um tubo de centrifugacdo de 15 mL, onde se
adiciona cerca de 10 mL de éter de petrdleo e agita-se vigorosamente durante dois minutos.
Coloca-se o tubo na centrifugadora a 2500 rpm durante 15 minutos. Decanta-se o0 solvente e
repete-se a extracao até utilizar 60 mL de éter de petrdleo.

Apés a extragdo com o solvente coloca-se o tubo num banho de 4gua o tempo necessério

a evaporacao do solvente residual.

e Clarificacdo amostra

Depois de evaporar o restante solvente de extracdo, a amostra € transferida, com auxilio
de 50 mL de agua quente, para um baldo de 100 mL, sendo de seguida colocada num banho
de 4gua a 100°C durante 20 minutos. ApGs arrefecimento da amostra adiciona-se 5 mL de
cada um dos reagentes de clarificacdo Carrez | e Carrez Il e perfaz-se o volume com agua
ultra-pura. Agitar bem e deixar repousar aproximadamente 30 minutos, que é o tempo
necessério para a completa precipitacdo das proteinas e eventuais vestigios de gordura. Com
uma pipeta de Pasteur rejeitar os primeiros mililitros do sobrenadante e em seguida filtrar com
um filtro de seringa (0,45 um) diretamente para o vial.

A amostra deve ser analisada imediatamente ap0s preparacao.

Condicbes de operacao

As condi¢Bes cromatogréficas de trabalho para a determinacéo de teobromina foram:
* Fluxo: 1,0mL/min;

* Temperatura do forno: 35°C;

* Volume de injecéo: 5,0uL.

* Tempo de corrida: 10 minutos

* Detetor UV a 280 nm
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Uma vez estabelecido o fluxo da fase moével e a pressdo correspondente estiver

estavel, os padrbes e posteriormente as amostras, sdo injetados automaticamente.

Resultados e observacdes

De modo a verificar se esta metodologia seria adequada efetuaram-se ensaios incidindo

sobre duas amostras cujo valor da concentracédo de teobromina é conhecido:
Amostra 1 —588,0 mg/100 g; Amostra 2 — 608,0 mg/100 g

Ao longo dos ensaios foram-se fazendo altera¢des ao protocolo com o objetivo de obter um
resultado proximo do valor de referéncia.

Como descrito anteriormente a extracdo da gordura é feita através de sucessivas
centrifugacdes com éter de petréleo. Através dos ensaios efetuados verificou-se qual o nimero
de extracdes necessdarias de modo a obter resultados favoraveis. Como tal efetuaram-se 5
ensaios para cada numero de extracdes. Na tabela 4.1 é possivel verificar a concentragao

média obtida.

Tabela 4.1 Concentragdo de teobromina consoante o nimero de extra¢des de gordura

Concentragdo média teobromina (mg/100 g)
Numero de extracdes
Amostra 1 Amostra 2
2 379,6+10,4 507,1+10,2
3 402,31£10,7 510,5+15,3
4 516,1£12,9 524,6+14,4
5 497,8+15,6 521,8+12,3
6 516,2+12,3 524,1+15,8
n=5

ApOs analise da tabela 4.1, chegou-se a conclusdo que sdo necessarias, no minimo 4
extracBes para obter resultados favoraveis, pois como se pode verificar a realizacdo de um
maior nimero de extragdes ndo melhora o rendimento da metodologia.

No entanto os valores maximos obtidos ndo sdo préximos dos valores referéncia e uma vez
que este método néo € pratico para um laboratério de rotina devido a necessidade de efetuar

sucessivas centrifugacdes optou-se por outro método, desta vez sem a extracao de gordura.
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4.5.2. Método sem extracdo de gordura

Este método resulta do procedimento “Medicdo dos alcaldides teobromina e cafeina em
produtos de cacau e chocolate” descrito no “Journal of the Association of Public Analysts”
(Richards e Wailes, 2012).

Preparacdo amostra

Uma vez que neste estudo preliminar as amostras utilizadas foram chocolates que
necessitavam de homogeneizacao prévia, foi necessario moé-los num moinho adequado.

ApOs a fase de preparacdo das amostras estas sdo pesadas diretamente para bal6es
de 50mL. A toma depende da percentagem de cacau da amostra. Neste caso como ambas as

amostras utilizadas possuiam 60% cacau a toma foi de 1,0 g.

e Extracdo de teobromina

A amostra € pesada diretamente para um baldo de 50 mL. De seguida adicionam-se 25 mL
de agua quente, 2 mL de acido cloridrico (2 M) e agita-se vigorosamente. Colocam-se 0s
baldes na placa de aquecimento, quando a solucao entrar em ebuli¢cdo transferem-se para um

banho de agua a 100°C durante pelo menos 20 minutos.

e Clarificacdo amostra

Apo6s arrefecimento da amostra adiciona-se 1mL de cada um dos reagentes de clarificacéo,
Carrez | e Carrez Il. Perfaz-se o volume do baldo com &gua ultra pura e deixa-se repousar a
amostra durante pelo menos 30 minutos.

Com uma pipeta de Pasteur rejeitar os primeiros mililitros do sobrenadante e de seguida
filtrar com um filtro de seringa (0,45 um) diretamente para o vial.

Condicdes de operacéo

As condi¢Bes cromatograficas de trabalho para a determinagdo de teobromina foram:
* Fluxo: 1,0 mL/min;

» Temperatura do forno: 40°C;

* Volume de injecgdo: 5,0 yL.

» Tempo de corrida: 5 minutos

* Detetor UV a 205 nm

Resultados e observacdes

Utilizando a metodologia sem a extracdo da gordura, a quantidade de teobromina nas

amostras estudadas foi muito superior & quantificada no método com extra¢do de gordura.
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Tabela 4.2 Concentragdo de teobromina quantificada através da metodologia sem extracéo de gordura e
com extragdo de gordura, em amostras com concentracéo conhecida.

Concentragdo mg/100 g

Concentracao referéncia

Metodologia sem
extracao gordura

Metodologia com
extracdo gordura

Amostra 1

588,0

592,0+9,8

516,2+12,3

Amostra 2

608,0

623,0+£12,3

524,1+15,8

n=5

Tendo em conta os bons resultados obtidos e o facto do tempo de preparacéo ser bastante

inferior a metodologia anterior, este foi o método escolhido para a implementacdo da

metodologia no laboratorio.
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5. VALIDA(;AO DA METODOLOGIA ANALITICA
5.1. INTRODUCAO

Apbs a selecao do método adequado e uma vez que o laboratério da SGS recebe todo o
tipo de amostras, foi necessario realizar ensaios com diferentes amostras, de modo a obter
uma curva de calibracdo abrangente a todo o tipo de produtos, permitindo assim a analise
simultanea a amostras com diferentes percentagens de cacau, logo diferentes concentracdes
de teobromina (tabela 5.1).

Este estudo incidiu sobre cacau em p6, chocolate preto, chocolate em po, chocolate de
leite, biscoitos e bolos a base de chocolate, produtos com quantidades vestigiais de cacau
(chocolate branco), leite achocolatado.

Apés injecdo de padrbes e através da respetiva equacéo da reta y = 38,168x + 112,8 foi

possivel determinar as concentragdes das mais variadas amostras (tabela 5.2).

Tabela 5.1 Sinal cromatogréfico referente & concentragdo dos padrbes

Concentragdo (x) | .
Sinal (y)
(mg/L)
25,1 1039,4
50,1 1997,8
100,2 39725
200,4 7845,6
300,6 11525,6

Como se pode verificar na tabela 5.2, a amostra com uma concentracdo menor de
teobromina é o leite achocolatado com 18,1 mg/100 mL e o cacau em p6 € a amostra com uma
concentracdo mais elevada, contendo 892,2 mg/100 g. Como a discrepancia de concentracdes
€ muito grande foi necessario efetuar um estudo utilizando diferentes tomas de cada amostra
com o objetivo de encontrar a toma correta de modo a que as areas correspondentes a cada

amostra se encontrassem, entre a area do padrao mais baixo e a do padrao mais alto.
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Tabela 5.2 Concentracdo de teobromina em diferentes

produtos a base de cacau

o Concentracdo | Concentracdo | Concentracao
Amostra Toma Area
(mg/L) (mg/kg) (mg/100 g)
Leite Chocolate 15mL | 2233,6 54,4 181,3 18,1
Biscoitos 509 1752,3 41,6 415,5 41,6
Chocolate Leite
30¢9 2975,5 74,1 1236,0 123,6
(20 - 40 % cacau)
Chocolate preto
1049 4552,2 116,1 5807,4 580,7
(70% cacau)
Cacau po 05¢9 6890,0 178,4 8921,6 892,2
Bombons 3,09 7603,1 197,4 3290,5 329,1
Chocolate em pé 109 4240,2 107,8 5391,7 539,2

(> 50%cacau)

Posteriormente seguiu-se a validacdo do método que tem como objetivo evidenciar que o

método permite obter resultados com qualidade adequada aos fins pretendidos.

A amostra utilizada na validacéo foi o chocolate em p6, com 35% de teor em cacau.

5.2.

CURVA DE CALIBRACAO

Para a construcdo de uma curva de calibracdo para a substancia a analisar preparou-se

uma solucdo padrdo mé&e com concentracdo de 500 mg/L, da qual se diluiu, posteriormente,

obtendo-se padrdes com concentragcdo de 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L e 300 mg/L.

De forma a facilitar a escrita e a compreenséao dos resultados, as diluicdes anteriores, passa-se

a designar por padréo 1, padréo 2, padrdo 3, padrdo 4 e padréo 5, respetivamente.

Na figura seguinte consta um cromatograma obtido para a solucdo padrdo 4

(200 mg/L), onde se evidencia o sinal cromatografico relativo ao composto em estudo, assim

como o respetivo tempo de retencao.
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MWDT1 A, Sig=205.4 Ref=off (TEOBROMINA__.IDADE _08-5-2013\TEOBROMINA_GRAD 2013-05-08 15-11-501025-0501.D)
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Figura 5.1 Cromatograma correspondente a solugdo padrao 200 mg/L

Na tabela seguinte encontram-se registados os valores obtidos para cada padrdo, bem como a
respetiva area do pico cromatogréafico.

Tabela 5.3 Sinal cromatogréfico referente a concentracéo dos padrées

Conc?rr:]t;lf)éo () Sinal (y)
25,1 1039,4
50,1 1997,8
100,2 3972,5
200,4 7845,6
300,6 11525,6

Curva de Calibragao

350.0

° 15000
2 y=38.16x+ 112.8
© R?=0.999
% 10000
4]
T
g 2—- 5000
[*)
£
S~ 0
‘a
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(1]
E Concentragao (mg/L)

Figura 5.2 Representacdo grafica referente & curva de calibracdo de teobromina com padrdes entre os

25,0 mg/L e 300,0 mg/L
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O modelo de regresséo linear é aceite quando o coeficiente de correlacao linear é
superior a 0,995. Na figura 5.1. é possivel verificar que a equacdo que melhor se ajusta aos
pontos experimentais é y=38,168x + 112,8, possuindo um coeficiente de correlacao linear de
0,9998. Portanto este modelo de regressao linear é valido.

5.2.1. Gamade trabalho

Segundo o Guia Relacre quando uma metodologia envolve o tracado da curva de
calibracdo a gama de trabalho deve ser avaliada pelo teste de homogeneidade de variancias.
Para tal sdo recomendados dez pontos de calibracdo, ndo devendo ser inferior a cinco,
distribuindo-se de igual modo na gama de concentra¢fes (Relacre, 2000).

Para a validacdo da gama de trabalho do método em estudo foram selecionados cinco
padrdes. Estes ndo se encontram distribuidos uniformemente, contudo foram admitidos para a
avaliacdo deste critério, tendo em conta que apdés a realizacdo de diversas curvas de
calibracdo com os mesmos padrbes verificou-se que a irregularidade nos intervalos entre

concentracdes néo é significativa.

Para efetuar o teste estatistico, foram preparadas solucdes padrdo e dez réplicas
independentes, do primeiro e do Ultimo padrdo de calibracdo, a partir das quais se calcularam
as respetivas variancias, de modo a determinar o valor experimental (PG). Pois este teste tem
como base a distribuicdo unilateral F de Fisher, onde o valor experimental (PG) obtido é

comparado com um valor critico tabelado a 99% de confianga (F).

Como hipéteses de trabalho assume-se que a hipo6tese nula (HO) indica que a diferencga
que existe entre as varidncias ndo tem significado estatistico. Por sua vez, a hipétese
alternativa (H1) indica que as variancias sao estatisticamente diferentes.

Pela andlise da tabela 5.4, e considerando 5,35 o valor critico calculado a um nivel de
confianca de 99% para n-1 graus de liberdade (N-1=9), é possivel verificar que, o valor
experimental (PG) é inferior ao valor critico, PG<5,35. Como tal, a este nivel de confianga, a
hip6tese nula é aceite, ou seja, verifica-se homogeneidade da variancia nos resultados obtidos
para a curva de calibracao.

A gama de trabalho linear fica estabelecida com uma faixa de concentra¢gfes de 25,0 a
300,0 mgl/L.
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Tabela 5.4 Area dos picos cromatogréaficos referentes ao padrdo 25,0 mg/L e 300,0 mg/L

Area picos cromatogréaficos

Padrdo 1 Padréo 5
(25,0 mg/L) | (300,0 mg/L)
1018,8 11337,8
1000,2 11298,2
1035,1 11339,1
1001,7 11339,7
1030,2 11346,3
N=10
1043,3 11343,8
1003,7 11307,5
1025,4 11303,3
1003,2 11354,6
1002,7 11310,5
Média 1016,4 11328,1
Desvio Padréo 16,2 20,7
Variancia 262,4 428,5
PG (S”00/S"25) 1,63
Valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/ Fisher (a=1%, n-1=9) 5,35
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5.2.2. Linearidade

Através do estudo da reta de calibracdo sabe-se que o coeficiente de correlagéo é
aceitavel, contudo ndo comprova a linearidade da reta. Usualmente o estudo da linearidade da
curva de calibracdo em cromatografia é realizado de acordo com o teste RIKILT. Este permite

avaliar a linearidade através do estudo dos residuos.

Na aplicacdo deste teste utilizaram-se as concentracdes dos cinco padrdes utilizados na

curva de calibracéo e as respetivas respostas instrumentais.

Tabela 5.5 Célculo dos residuos para o estudo da linearidade

n Xi Yi (yirxi)/(yilxi)m (%)
1 251 1039,4 104
2 50,1 1997,8 100
3 100,2 39725 100
4 200,4 7845,6 99
5 300,6 11525,6 97
120
=130
=
= 10
£ o "
= 90 ’ ' v ¥
2 70
E 50 T T T T T T T 1
2 0000 50.000 100.000 150.000 200.000 250.000 300.000 350.000
xi (ng/pL)

Figura 5.3 Teste de RIKILT para avaliar a linearidade do método

A condicédo de linearidade deste método observa-se caso os valores do teste de RIKILT
se situem entre os 90% e os 110%. Através do grafico verifica-se entdo a linearidade do

método, sendo a funcao de calibracéo linear.
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5.3. Limiares analiticos

Os limites de detecdo (LD) e quantificacdo (LQ) sdo parametros importantes pois,
indicam a concentracdo a partir da qual é possivel detetar ou quantificar, respetivamente, a

substancia em andlise.

Como dito anteriormente, quando o método analitico envolve a utilizacédo da calibracao
linear os limites de detegdo e quantificacdo sdo calculados através do declive da reta e do
desvio padrdo residual de acordo com as equacbes no capitulo referente a validacao de

métodos analiticos.

Na Tabela 5.6. encontram-se os limites de detecdo e de quantificacdo tedricos obtidos

para o método, calculados através de parametros da recta de regressdo lineares

y=38,168x+112,8

Tabela 5.6 Valor dos limiares analiticos calculados para a determinagéo de teobromina

Declive reta Desvio padréo residual Limite detecao Limite quantificacéo
B Syix L.D. L.Q.
38,168 93,81 8,07 mg/L 24,46 mg/L

5.4. Precisao

A precisao foi avaliada em termos de repetibilidade e precisédo intermédia

5.4.1. Repetibilidade

O ensaio de repetibilidade consiste em repetir 0 mesmo ensaio, sobre a mesma
amostra, pelo mesmo analista, mesmo equipamento e mesmos reagentes, em curtos intervalos
de tempo. Para se determinar a repetibilidade do método efetuaram-se 10 repeti¢cdes do ensaio
para a amostra de chocolate em p6 nas condig8es anteriormente descritas.

O método considera-se preciso em termos de repetibilidade se o coeficiente de
variacao for inferior a 1,0% (Shabir, 2004).
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Tabela 5.7. Area dos picos cromatograficos e respetiva concentracéo obtidos no chocolate em p6 para o

estudo da repetibilidade em termos de CV (%)

Amostra Area Concentragao
(mg/Kg)
4198,3 5374,2
4236,7 5421,0
4192,6 5364,1
4197,6 5372,8
4240,2 5430,5
Chocolate em pé
4205,2 5385,9
4229,0 5405,1
4257,0 5404,8
42474 5420,9
4256,6 5446,9
Desvio padrédo 25,4 27,6
Média 4226,1 5402,6
N 10
Repetibilidade 71,1 77,4
Repetibilidade % 1,7 1,4
CV (%) 0,60 0,51

Como se pode verificar pela tabela anterior, relativamente ao sinal instrumental, a
repetibilidade é de 1,7%, valor relativo, e o coeficiente de variagdo 0,60%. Quanto a

concentracdo a repetibilidade é de 1,4% e o coeficiente de variacéo 0,51%.

Pela andlise dos coeficientes de variacdo pode-se considerar o método validado em
termos de repetibilidade uma vez que os valores obtidos para o coeficiente de variacdo séo

inferiores a 1,0%.
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5.4.2. Precisao intermédia

Para a determinacdo da precisdo intermédia efetuaram-se 10 ensaios no mesmo dia

em condicdes de repetibilidade, da amostra chocolate em p6, mas de embalagens diferentes

do mesmo lote. Na semana seguinte repetiu-se o ensaio com o mesmo analista, utilizando 5

das embalagens utilizadas anteriormente.

Tabela 5.8. Area dos picos cromatograficos e respetiva concentrago obtidos no chocolate em pé para o
estudo da preciséo intermédia em termos de CV (%)

Data Amostra Area Concentragdo (mg/L)
1 4708,4 129,2
2 4379,9 119,7
3 4373,0 119,5
4 4242,5 115,8
5 4253,5 116,1
15-5-2013
6 42514 116,0
7 4286,0 117,0
8 4240,7 115,7
9 4155,2 113,3
10 4536,7 124,3
1 4485,5 116,4
2 4345,7 112,7
21-5-2013 3 4194,5 108,7
4 4489,6 116,5
5 4156,6 107,7
Média 4339,9 116,6
Desvio Padrao 157,5 5,4
CV (%) 3,6 4,6
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No célculo da precisdo intermédia pode-se concluir que os coeficientes de variacédo
para a amostra em analise apresentam valores aceitaveis (tabela 5.8), uma vez que segundo a
norma o coeficiente de variacdo nao deve exceder os 5,0%. Considerando assim o método

validade para a preciséo intermédia.

5.5. Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do método procedeu-se a preparacdo de 20 amostras de
chocolate branco, cuja concentracdo de teobromina foi 0 mg/L, 10 fortificadas com o padréo

mais baixo e 10 com o padréo mais alto, ou seja 25,0 mg/L e 300,0 mg/L respetivamente.

Posteriormente compararam-se os valores obtidos com o padrdo de referéncia, ha mesma

gama de concentragdes.
O valor da recuperacdo da amostra € dado através da seguinte expressao:

%= C 00
Cp

Y%recuperagéo =

Considerando,
Cr — Concentragéo de analito na amostra fortificada
Ca — Concentracdo de analito na amostra ndo fortificada

Cp — Concentracéo do padréo utilizado para fortificar a amostra

Com base nos resultados obtidos na Tabela 5.9 e 5.10, pode-se afirmar que a
recuperacdo ndo € afetada na gama de concentragbes estudada, obtendo-se valores de

recuperacao entre 96% e 99%, com um coeficientes de variacdo entre 0,8% e 1,4%.

Sendo assim possivel afirmar que a matriz ndo afeta a determinacgao de teobromina.
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Tabela 5.9 Valores de recuperagéo obtidos para a fortificacdo de chocolate branco com o padrédo 25 mg/L

Amostra Concentragdo obtida mg/L Concentrr:;;/a”ll_o tedrica % Recuperagéo
1 241 96,1
2 25,0 99,5
3 24,4 97,2
4 24,1 96,1
5 24,8 98,7

25,1

6 24,9 99,2
7 24,3 96,8
8 24,6 98,1
9 24,9 99,4
10 24,8 98,9
Média 98,0

Desvio Padrao 1,4

CV (%) 1,4
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Tabela 5.10 Valores de recuperacdo obtidos para a fortificacdo de chocolate branco com o padrdo
300 mg/L

Amostra Concentragéo obtida Concentracéo tedrica YeRecuperacio

mg/L mg/L

1 290,2 96,5

2 289,3 96,2

3 296,8 98,7

4 290,4 96,6

5 290,8 96,7
300,6

6 288.,5 96,0

7 290,4 96,6

8 288,3 95,9

9 290,2 96,5

10 291,1 96,8

Média 96,7

Desvio Padrao 0,8

CV (%) 0,8
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6. CONCLUSAO

Concluindo, verifica-se que a elaboracdo deste trabalho acerca da validacdo e
implementacdo de um método para a determinagdo de teobromina em amostras de cacau e
seus derivados é importante devido as recentes descobertas acerca dos efeitos benéficos para

a salde provocados por esta metilxantina.

A inexisténcia de uma norma internacional referente a este método requer estudos
prévios a sua implementagéo e validacéo, num laboratério de analises, de modo, a optar-se por
um método simples e fiavel para ser utilizado como método para analises de rotina de um

grande nimero de amostras.

Apl6s o estabelecimento do método adequado procedeu-se a sua validacao,
verificando-se que, a concentracdo de padrdes conhecidos correlaciona-se linearmente com a
resposta das respetivas areas do pico cromatografico, dada a proximidade do coeficiente de

correlacdo a unidade.

A linearidade foi verificada entre as concentra¢cdes de 25,0 mg/L e 300,0 mg/L sendo
que, qualquer valor fora desta gama trata-se de extrapolacdo. De modo a evitar incertezas
associadas aquando a utilizacdo de concentragbes fora da gama linear, deve-se, nesses
casos, proceder a diluicdo da amostra para concentracdes superiores a 300,0 mg/L, e caso a
concentracdo for inferior a 25,0 mg/L deve pesar-se uma quantidade maior de amostra na
preparacdo da mesma. O método possui um limite de dete¢do de 8,1 mg/L e um limite de

quantificacdo de 24,5 mg/L.

Em termos de repetibilidade, a metodologia encontra-se validada uma vez que o
coeficiente de variacdo foi inferior a 1,0%. Tendo em conta este estudo de repetibilidade
efectuado, também se determinou o limite de repetibilidade deste método 77,4 mg/kg, ou seja,
esta é a diferenca maxima entre dois duplicados em condi¢Bes de repetibilidade, garantido

assim que o método se encontra validado.

Numa andlise de precisdo intermédia, apenas se fez variar o dia em que se realizaram
as andlises, verificando-se um desvio padrdo de precisdo intermédia de 5,4 mg/L, este valor é
aceite para a variabilidade dos resultados deste método, uma vez que o coeficiente de variagédo
foi inferior a 5,0%.

Para a avaliagdo da exatiddo do meétodo, recorreu-se a realizagdo de ensaios de
recuperacdo com uma amostra de chocolate branco, tendo se fortificado a amostra com o
padrdo mais baixo e o padrao mais alto. Uma vez que internamente o critério de aceitacéo €

entre 90% e 110% de recuperac¢éo, confirmou-se assim a exatidao do método.
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Ap6s o cumprimento de todos os requisitos de cada etapa da validacdo, o0 método
considera-se validado. A importancia da validacéo rege-se no facto desta ser fundamental para
definir se os métodos desenvolvidos se adequam aos objetivos a que se destinam, a fim de
obter dados confiaveis que possam ser satisfatoriamente analisados

Conclui-se, assim, que é indispensavel que os laboratérios disponham de meios e
critérios objetivos a fim de demonstrar, por meio de validacdo, que os métodos de ensaio que
executam conduzem a resultados confidveis e adequados a qualidade pretendida. Neste caso
especifico, verifica-se que este método permite a obtencdo de resultados confiaveis para a

determinacéo de teobromina em amostras de cacau e seus derivados.

O método analitico passou assim a fazer parte dos recursos do laboratério de quimica

da empresa SGS.
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