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RESUMO

VALESE, ANDRESSA CAMARGO. Desenvolvimento, otimizacdo e
validacdo de método rapido para analise simultanea de fenilalanina,
triptofano, histidina e tirosina em cereais por cromatografia
eletrocinética micelar 2012. 182 p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de

Santa Catarina. Florianépolis — SC.

Os cereais sdo uma fonte importante fonte de proteina para o0 homem,
sendo primordial em uma alimentacdo saudavel e por este motivo a
ANVISA,de acordo com Resolucdo (RDC 19/2010 passa a exigir das
empresas fabricantes de alimentos, que fornecam a quantidade de
fenilalanina, proteina e umidade de alimentos. Neste trabalho foi
desenvolvido um método rapido para analise simultanea de fenilalanina
(Phe), triptofano (Trp), histidina (His) e tirosina (Tyr) em amostras de
cereais utilizando cromatografia eletrocinética micelar. O capitulo 2
versa sobre a otimizacdo da composi¢cdo do eletrdlito de corrida e
avaliacdo dos demais parametros instrumentais inerentes a técnica para
determinagcdo dos aminoéacidos aromaticos, fazendo o wuso de
planejamentos fatoriais fracionario e completo. O eletrélito de corrida
otimizado consistiu de 30 mmol L™ de HsPO,; 100 mmol L™ de SDS e
25% (v/v) de MeOH, com tempo de anélise inferior a 2,5 minutos para a
separa¢do dos quatro aminoacidos. O terceiro capitulo se refere a

validacdo intralaboratorial utilizando o protocolo de validagdo



EURACHEM. As curvas de calibragdo indicaram bom ajuste ao modelo
linear, com niveis de concentra¢do de 2,5-17,5; 10,1-40,4; 10,8-43,2 ¢
2,65-18,55 mg L™ para o Trp, Phe, His e Tyr, respectivamente. Foi
verificado efeito de matriz para Tyr, e os limites de detecdo encontrados
foram de 0,5; 1,0; 2,5 e 0,25 mg L™, enquanto que e os limites de
quantificacdo foram de 1,75; 3,0; 7,0 e 1,0 mg L™ para o Trp, Phe, His e
Tyr, respectivamente. Os resultados de recuperacdo encontrados
variaram de 80-110% para a Phe, Hist e Tyr o desvio padrdo relativo
(RSD) (%) para a precisdo inter e intra-ensaio foram inferiores a 6,8% e
0,6% para a razdo &rea do pico/padrdo interno e tempo de migracéo,
para todos os analitos em estudo. O método validado foi aplicado com
sucesso em amostras comerciais de cereais sinalizando positivamente o
uso da eletroforese capilar como técnica analitica confidvel para

determinacdo destes aminoacidos.

Palavras-chave: Cromatografia eletrocinética micelar. Aminodacidos.

Validacdo intralaboratorial. Planejamento fatorial. Fenilcetondria.



ABSTRACT

Cereals are an important source of protein for humans, according to
Resolution (RDC 19/2010). ANVISA requires the manufacturers of
foods to provide the amount of phenylalanine, protein and moisture in
food. We have developed a rapid method for using micellar
electrokinetic chromatography to simultaneously analyze phenylalanine
(Phe), tryptophan (Trp), histidine (His) and tyrosine (Tyr) in cereal
samples. Chapter 2 deals with the optimization of electrolyte
composition of race and the assessment of other instrumental parameters
inherent in the technique for determining aromatic amino acids using
fractional factorial designs. The optimized background electrolyte
consisted of 30 mmol L™ H3PO, 100 mmol L™ SDS and 25 percent
(v/v) MeOH, with running times less than 2.5 minutes. The third chapter
refers to intralaboratory validation wusing validation protocol
EURACHEM. The calibration curves showed a good fit to the linear
model, with concentrations of 2.5 to 17.5, 10.1 to 40.4, 10.8 to 43.2 and
from 2.65 to 18.55 mg L™ for Trp, Phe, His and Tyr, respectively. The
matrix effect was observed for Tyr and LD were 0.5, 1.0, 2.5 and 0.25
mg L™. LQ were 1.75, 3.0, and 7.0 1.0 mg L™ to Trp, Phe, His and Tyr,
respectively. The recovery results ranged from 80-110% for Phe, and
Tyr His and the results RSD (%) for precision inter- and intra-day were
less than 6.8% and 0.6% for the reason area peak/IS and migration time
for all analytes under investigation. The validated method was
successfully applied in commercial samples of cereals, signaling
positively the use of capillary electrophoresis as a reliable analytical

technique for determining these amino acids.



Keywords: Micellar electrokinetic chromatography. Amino acids.

Intralaboratory validation. Factorial design. Phenylketonuria.
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CAPITULO 1: Introduc&o e Objetivos

1. INTRODUCAO
1.1 JUSTIFICATIVA

A fenilcetuniria é uma desordem de heranca autossémica
recessiva, cujos pacientes portadores desta doenca sdo incapazes de
converter a fenilalanina (Phe, do inglés phenylalanine) em tirosina (Tyr,
do inglés tyrosine), devido a uma deficiéncia ou auséncia da atividade
da enzima fenilanalina hidroxilase no figado, que resulta em um
acumulo do nivel de Phe e a produgdo de diversos metabdlitos no
sangue e nos tecidos, tais como o fenilacetato, fenilactato, fenilpiruvato,
sendo estes excretados na urina (MARQUEZ et al., 1997).

A incapacidade de metabolizar a Phe acarreta em uma
diminuicdo dos niveis de Tyr, levando a uma reducdo dos
neurotransmissores formados por este aminoacido, como por exemplo, a
dopamina, norepinefrina, epinefrina, consequentemente ocasiona
deficiéncia mental. Outros problemas que também podem ser
ocasionados é a reducdo de melanina no organismo, observando-se o
clareamento da pigmentacdo da pele, cabelos e olhos (albinismo);
hiperatividade; convulsBes; comportamento agressivo ou tipo autista e
retardo de crescimento (BURTIS; ASHWOOD, 1996).

Esta doenca ndo apresenta cura até o momento, entretanto,
guando diagnosticada precocemente, suas consequéncias podem ser
evitadas ou minimizadas através do tratamento com uma alimentacéo
especial, limitando a ingestdo de Phe. Apenas é fornecido ao organismo

a quantidade suficiente para a sintese e regeneracdo de proteinas.
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Recomenda-se a continuidade deste tratamento de um paciente
fenilcetundrico por toda a vida (LANFER, 1996).

Em alimentos com reduzido teor protéico, a estimativa da
concentracdo de Phe costuma ser realizada através de célculo
matematico, a partir da concentragcdo de proteina no alimento e da
porcentagem de Phe nesta proteina. A concentracdo de Phe varia entre 4
e 6%, possuindo uma relagdo direta com o teor de proteinas existente em
um alimento, portanto, quanto maior o teor de proteinas presente, maior
o teor de fenilalanina (MARQUEZ et al., 1997), ndo existindo nenhuma
proteina isenta deste aminoacido. Todos os alimentos podem ser
consumidos pelos portadores desta doenca, desde que 0s niveis de
fenilalanina ndo ultrapassem a tolerancia individual. Dessa maneira, a
precisdo da estimativa da concentracdo de Phe depende, primeiramente,

da exatiddo da andlise do conteldo de proteinas nos alimentos.

Em virtude dos problemas que podem ser causados para oS
portadores de fenilcetondria, este estudo justifica-se fundamentalmente
pelo fato de que os cereais sdo uma fonte importante de proteina para o
homem, sendo primordial em uma alimentacdo saudavel e por este
motivo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010)
através da Resolucdo RDC 19/2010 determinou que, as informagdes
sobre o teor de Phe, proteina e umidade presentes nos alimentos deverdo
ser disponibilizadas a populacdo pelas empresas fabricantes de
alimentos. A exigéncia é de que as empresas informem a quantidade de
fenilalanina, proteina e umidade de alimentos com a finalidade de
elaborar tabelas com estes contetidos, assim como a disponibilizagdo das
informac®es por vias eletrénicas da empresa ou servico de atendimento

ao consumidor (SAC).
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A medida é valida para alimentos que possuem teores de
proteina entre 0,10 e 5,00%, como molhos de tomate, creme de leite,
arroz, balas, bombons, entre outros. As informagGes encontram-se no
portal da ANVISA (2010) e nos sites ou servicos de atendimento ao
consumidor das empresas produtoras de alimentos. Entretanto, a maioria
dos alimentos comercializados nacionalmente ndo possui informacdes
sobre a composicdo em aminoacidos. O elevado custo da analise,
somado a dificuldade em quantificar a fenilalanina em alimentos
complexos, faz com que este aminoacido seja determinado em uma
guantidade limitada de alimentos. Além disso, muitos alimentos com
reduzido teor protéico, que sdo os principais alvos de interesse para 0s
fenilcetonuricos, ndo sdo analisados com relacdo & sua composi¢do em
aminoacidos. Nos alimentos com teor protéico inferior a 3%, a
fenilalanina participa com menos de 0,1% no alimento, trazendo

dificuldades analiticas adicionais para a sua quantificacéo.

Neste contexto, o emprego da eletroforese capilar na
determinacdo de fenilalanina em alimentos € de suma importancia e
mostra claramente seu potencial. Aspectos relevantes da técnica podem
ser destacados tais como alta eficiéncia, alto poder de resolucéo, tempos
de andlise apreciavelmente curtos, total automatizacdo, baixo custo
operacional e baixa geracdo de residuos. Buscando uma melhoria na
qualidade dos resultados referentes a concentracdo deste aminoacido em
alimentos com diferentes teores proteicos, este trabalho propde o
desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de um método rapido para
determinacdo de Phe em cereais. Logo em fung¢do do elevado indice de
fenilcetondricos, a gravidade da doenca; a caréncia de informacGes

completas acerca da composicdo de aminoacidos; e a falta de exatiddo
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do método Kjeldahl, recomendado para analise de proteinas em
alimentos, demonstra a necessidade pela busca de metodologias
analiticas alternativas capazes de determinar de maneira confiavel o teor
de fenilalanina em amostras de alimentos contendo proteinas em sua

composi¢do, mesmo que em concentracdes reduzidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FENILCETONURIA

A fenilcetondria classica (PKU, do inglés phenylketonuria) é

uma doenga hereditaria do metabolismo, de transmissdo autossdmica

recessiva, sendo a forma mais grave do grupo de doencas denominadas

por hiperfenilalaninemias (HPA, do inglés hyperphenylalaninemy),

nome genérico dado a diferentes disturbios caracterizados por elevados

niveis de fenilalanina (Phe, do inglés phenylalanine) no sangue

causados pela hidroxilacdo deficiente deste aminoacido. As HPAs

podem ser classificadas de acordo com niveis séricos de Phe, podendo
ser divididas em (MIRA; MARQUEZ, 2000):

a)

b)

Hiperfenilalaninemia Persistente persistente benigna: os
niveis de Phe no sangue permanecem entre 2 e 6 mg dL ™,
sem prejuizos ao paciente e a atividade enzimética da
fenilalanina hidroxilase (PHA, do inglés phenylalanine
hydroxylase) é em torno de 1 a 5% do valor normal;
Hiperfenilalaninemia  transitéria; é causada pela
imaturidade temporéria da PHA, caracterizada por niveis
plasmaticos elevados de Phe logo ap6s o nascimento. Estes
niveis regridem em poucas semanas do pés-natal.
Fenilcetonlria materna: anomalias em filhos de mdes
fenilcetonuricas, que apresentam niveis plasmaticos

elevados de Phe durante a gestacdo. E caracterizado pelo
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baixo peso ao nascimento, microcefalia, retardo mental e
dismorfias faciais.

d) Fenilcetondria classica (PKU): condicdo causada pela
deficiéncia na enzima PHA, na qual os niveis de Phe no
sangue sio maiores que 10 mg dL*, e a atividade

enzimatica é menor do que 1% do valor normal.

Mecanismos fisiopatoldgicos

A PKU foi a primeira hiperfenilalaninemia identificada e
caracterizada como uma doenca transmitida geneticamente, sendo uma
disfuncdo do metabolismo de maior prevaléncia mundial, variando de
1:10.000 a 1:20.000 de nascidos vivos. (SCRIVER et al., 2001). No
Brasil, esta doenca é diagnosticada através do teste do pezinho pelo
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) que foi implantado
em 2001.

Esta doenca apresenta heranca autossémica recessiva, e é
caracterizada bioguimicamente pela auséncia ou deficiéncia da atividade
da enzima hepaética fenilalanina hidroxilase ou, em casos mais raros, a
auséncia de seu cofator, a tetraidrobiopterina (BH,). A PHA é a enzima
responsavel pela primeira reacdo na via de degradacdo da Phe,
catalisando a sua hidroxilagdo em Tyr (Figura 1.1). A reagdo de
hidroxilacdo envolve quantidades equimolares de fenilalanina, BH, e
oxigénio. Esta reacdo € dependente de NADH ou NADPH
(CARVALHO et al., 2006).



Figura 1. 1- Via de degradacédo da Phe em Tyr
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Uma deficiéncia nessa enzima pode levar ao actmulo do

substrato Phe a valores elevados, além de reacdes paralelas, como a

transaminacdo da Phe com o piruvato que produz metabdlitos

secundarios, tais como fenilpiruvato, fenilactato e fenilacetato (Figura

1.2). Esses compostos sdo metabdlitos normais, mas que estdo presentes

em quantidades anormais nos pacientes fenilcetondricos.

E,

principalmente, ocorre a diminuicdo da Tyr, responsavel pela biossintese

de diversos neurotransmissores, como a dopamina e a norepinefrina.

(LEHNINGER, 2006).
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Figura 1.2- - Rotas alternativas para o catabolismo da Phe
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Em individuos normais, 75% da Phe é transformada em Tyr,
enquanto apenas 25% é incorporada as proteinas. Como a principal via
catabolica da Phe est4 bloqueada em pacientes fenilcetondricos, estes
apresentam niveis sanguineos deste aminoacido até vinte vezes maiores
do que em pessoas saudaveis (STRYER; BERG; TYMOCZKO, 2002).
Outros metabdlitos, como o fenilpiruvato (PPA) também se acumulam
no sangue e em tecidos de pacientes fenilcetondricos e sdo excretados

em niveis elevados na urina destes pacientes.
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Manifestacgdes clinicas e diagndstico

Pacientes com fenilcetonuria apresentam principalmente
manifestacdes clinicas com alteragdes neuroldgicas, em que a maioria
dos fenilcetonuricos ndo tratados apresenta retardo mental grave. Outros
sintomas também sdo apresentados, tais como: atraso no
desenvolvimento psicomotor, hiperatividade, convulsdes, alteracbes
cutdneas, disturbios de pigmentacdo, dificuldades motoras,
comportamento  agressivo,  hipotonicidade  muscular, tremores,
microcefalia, epilepsia, hipoplasia dentaria, descalcificagdo de 0ssos
longos e retardo do crescimento (FOIS; ROSEMBERG; GIBB, 1955;
PIETZ et al., 1999).

Atualmente, a identificacdo da PKU ¢é realizada através da
triagem neonatal que é realizada alguns dias ap6s o0 nascimento, em
geral antes que o recém-nascido deixe o hospital. Uma gota de sangue é
obtida por puncéo do calcanhar (teste do pezinho), seca em papel de
filtro e enviada para avaliacdo dos niveis sangiineos de fenilalanina
(KOHLI et al., 2005). Antes, a identificacdo dessa doenga era realizada
através da analise da urina dos pacientes suspeitos pelo teste de cloreto
férrico, hoje substituido pelo teste de inibicdo bacteriana em uma
amostra de sangue coletada em papel filtro (SCRIVER et al., 2001). Os
testes confirmatorios para esta doenca sao realizados através de métodos
cromatogréaficos, enzimaticos e fluorimétricos e por espectrometria de
massas (CLAGUE; THOMAS, 2002). O diagnostico precoce € essencial
para a qualidade de vida do paciente, visto que o0s pacientes
fenilcetonuricos sdo normais ao nascimento, porém os primeiros danos
neuroldgicos podem surgir antes do primeiro ano de vida caso ndo seja

realizado o tratamento recomendado, e estes danos sdo irreversiveis.
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Tratamento

O tratamento da PKU consiste em uma dieta com baixo teor de
proteina, restrita em fenilalanina e enriquecida em &cidos graxos, na
qual alimentos de origem animal sdo poucos utilizados. Esta dieta deve
ser suplementada com uma formulagdo que seja rica em aminoacidos
essenciais, livre de Phe, enrigquecida com micronutrientes como
vitaminas, minerais e elementos tracos, que S0 necessarios para o
desenvolvimento do paciente. (SANTOS et al., 2006). A quantidade de
Phe que pode ser ingerida depende muito da atividade da PAH e da
tolerancia de cada individuo. Este tratamento deve ser iniciado o mais
cedo possivel e continuado durante toda sua vida, inclusive na fase
adulta (SITTA et al., 2009).

Fenilcetondria versus alimentacéo

A maioria dos alimentos nacionais ndo possui dados sobre a
composicdo dos aminoacidos presentes, isto se deve ao elevado custo da
andlise e a dificuldade em quantifica-los por existirem em baixas
concentrac@es, principalmente nos alimentos com teor proteico inferior
a 3%, em que a fenilalanina participa com menos de 0,1% no alimento,
trazendo dificuldades analiticas adicionais para a sua quantificacdo
(LANFER MARQUEZ et al., 1997). Em virtude destas dificuldades, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da
Resolugdo RDC 19/2010 determinou que, as informagfes sobre o teor
de fenilalanina, proteina e umidade presentes nos alimentos deverdo ser
disponibilizadas a populacdo. A medida é valida para alimentos que

possuem teores de proteina entre 0,10 e 5,00%, tais como molhos de
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tomate, creme de leite, arroz, balas, bombons, entre outros. As
informagdes encontram-se no portal da ANVISA e nos sites ou servicos
de atendimento ao consumidor das empresas produtoras de alimentos.
(BRASIL, 2010)

O elevado indice de fenilcetoniricos e a gravidade da doenca,
associada a falta de informacBGes completas acerca da composicdo de
aminoacidos, e a exatiddo do método recomendado para analise de
proteinas em alimentos, demonstram a necessidade pela busca de
metodologias analiticas capazes de determinar o teor de fenilalanina em
diversas amostras contendo proteinas em sua composi¢do. O
desenvolvimento de metodologias baseadas em técnicas de separacéo
em microcolunas, como a eletroforese capilar traz uma significativa
contribuicdo cientifica porque combina caracteristicas desejaveis como
alta seletividade de separacdo, eficiéncia, detectabilidade satisfatoria e
informacéo espectral pico a pico (quando utilizada deteccéo na regido do
UV-Vis com auxilio do DAD).

2.2 CEREAIS

Cereais sdo vegetais cultivados por seus frutos comestiveis,
denominados cariopses. Pertencem a familia das gramineas, que abrange
as gramas, relvas e capins. E a familia mais importante das plantas para
a economia humana, por se tratar do principal alimento cultivado no
mundo; além de ser indispensavel para a criacdo animal, fonte de
sacarose e producdo de etanol combustivel. S&o produzidos no mundo
em maiores gquantidades do que os outros produtos e fazem parte da
principal fonte calérica para o ser humano, sendo que em alguns paises,
predominam na dieta da populacdo (KOBLITZ, 2011).
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Os principais cereais na alimentacdo humana e animal sdo: o
trigo, milho, arroz, cevada, centeio, aveia, sorgo e triticale. E os pseudo-
cereais - ndo pertencentes a familia das gramineas o trigo-sarraceno e a
quinoa.

A definicdo para cereais de acordo com a legislagdo (Resolucédo
CNNPA n°12, de 1978 da ANVISA) ¢é a seguinte: “sdo sementes ou
graos comestiveis das gramineas, tais como: trigo, arroz, centeio, aveia”.
Os derivados dos cereais, de acordo com a mesma Resolucdo s&o
classificados em: (BRASIL, 1978)

i) cereais expandidos: obtidos por processos adequados, 0
gual rompe-se 0 endosperma e os grdos se inflam. Podem
conter ou serem recobertos por substancias comestiveis;

ii) cereais laminados, cilindrados ou rolados: obtidos de
gréos com ou sem tegumentos;

iii) cereais em flocos: obtidos de cereais, livres do seu
tegumento, cozidos, podendo ser adicionados de extrato de
malte, mel, xaropes, sal e de outras substancias
comestiveis. S&o secos, laminados e tostados.

iv) cereais pré-cozidos ou cereais instantaneos: obtidos de
cereais, com ou sem tegumento, pré-cozidos e secos por
processo adequado. Podem ser apresentados inteiros,

laminados, em flocos ou sob forma de farinha.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), estima-se que a produgdo nacional da safra de cereais,
leguminosas e oleaginosas, alcancou a marca de 159 milhdes de

toneladas em 2011, com um aumento de 6,3% comparada a safra
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anterior, que foi de 149,6 milhGes de toneladas. O arroz, o milho e a
soja, somados representam 90,6% da producdo total de cereais
leguminosas e oleaginosas. A regido Sul, apresenta a maior produgéo
destes gréos, sendo de 68,1 milhdes de toneladas; o centro-oeste vem em
segundo com 55,8 milhdes de toneladas, o sudeste com 17,1 milhGes de
toneladas, o nordeste com 16,2 milhdes de toneladas e por dltimo a
regido norte, com uma producdo de 4,3 milhGes de toneladas. (IBGE,
2011)

A Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentagdo (FAO) prevé uma producdo global de cereais em
2011/2012 de 2,302 bilhdes de toneladas, tendo um déficit de oferta
devido a redugdo das safras nos Estados Unidos e na Europa. Nesse
contexto, o Brasil representa uma producdo de 6,2% da producédo
mundial de gréos (FAO, 2011).

Os componentes majoritarios de alguns cereais estdo
apresentados na Tabela 1.1, onde a composicdo esta expressa em base
Umida. Para aveia, arroz e cevada foi levado em consideracdo o gréo

inteiro, ou seja, com a presenca da casca.
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Tabela 1.1 — Composicéao centesimal de alguns cereais

Cereal Umidade Carboi- Proteinas  Lipideos Fibras
(%) dratos (%) (%) (%) (%)
Arroz 11 65 8 2 9
Aveia 13 58 10 5 10
Centeio 11 71 12 2 2
Cevada 14 63 12 2 6
Milho 11 72 10 4 2
Sorgo 11 70 12 4 2
Trigo 11 69 13 2 3

Fonte: (KOBLITZ, 2011)

23 METODOLOGIAS ANALITICAS EMPREGADAS NA
DETERMINACAO DE PROTEINAS E AMINOACIDOS EM
ALIMENTOS

2.3.1 Método Nitrogénio Kjeldahl Total

O termo “Nitrogénio Kjeldahl Total” (NKT) refere-se a
combinacdo de ambnia e nitrogénio organico. O método de
determinacéo de NKT foi desenvolvido em 1883 por Johan Kjeldahl, e
tornou-se um método de referéncia para determinacdo de nitrogénio. O
método consiste de uma completa digestdo das amostras em &cido
sulfurico concentrado com catalisadores tais como sais de cobre e titanio
em alta temperatura. Outros aditivos podem ser introduzidos durante a

digestdo de maneira a aumentar o ponto de ebuli¢cdo do &cido sulflrico.
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Durante a digestdo todo o conteldo de nitrogénio da amostra é
convertido em sulfato de aménio e este produto é neutralizado com
alcali e destilado comumente em uma solu¢do de acido bérico. O borato
de ambnio formado a partir da destilacdo é titulado com uma solucéo de
acido padronizada, e o resultado representa o conteldo de nitrogénio
bruto. Essa metodologia cléssica é recomendada como oficial pela
AOAC para determinacdo de proteinas em alimentos e um fator é
utilizado para converter a percentagem de nitrogénio total em proteina
bruta. A maioria das proteinas contém 16% de N, portanto o fator
comumente utilizado é 6,25 (100/16 = 6,25). Alguns fatores de
conversdo para varios alimentos sdo apresentadas na Tabela 1.2.
(NIELSEN, 1994)

Tabela 1.2 — Fatores utilizados para conversao de nitrogénio em proteina.

Alimento % N presentes em Fator
proteinas
Ovo e carne 16,0 6,25
Leite 15,7 6,38
Trigo 18,0 5,70
Milho 16,0 6,25
Aveia 17,15 5,83
Soja 17,51 571

Fonte: (JONES, 1931; NIELSEN, 1994)
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A principal desvantagem ¢ a falta de exatiddo do método, pois
esse é capaz de determinar o contetdo total de nitrogénio da amostra.
Portanto resultados maiores podem ser observados pela presenca de
nitrogénio ndo proteico. Além disso, apresenta tempos de andlise e

consumo de reagentes (incluindo corrosivos) elevados.

Os cereais sdo uma fonte importante de proteina para o homem,
porém outras fontes de proteinas também fazem parte da dieta, como
leguminosas, sementes, carnes, entre outros, evidenciando a importancia
de conhecer corretamente a composicdo nutricional de cada
componente, para que uma dieta seja planejada de forma correta e,
principalmente, para pessoas que possuem algum tipo de intolerancia ou
restricdo, conhegam as concentragfes do que estdo ingerindo.

Pacientes portadores de PKU precisam conhecer os valores da
fenilalanina em cada cereal consumido, para que somado com outras
fontes de proteinas ingeridas nas refeicBes, os resultados deste
aminoacido ndo ultrapassem a tolerancia individual e, também para que
0s pacientes possam fazer o célculo para construgdo de sua dieta sem

que a ingestdo traga problemas.

2.3.2 Técnicas analiticas avancadas aplicadas a analise de

aminoacidos

Varias técnicas analiticas podem ser utilizadas para determinar
0 teor de Phe nos alimentos, tais como analisador de aminoacidos,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (KEOHANE et al., 1985;
GRIMBLE et al., 1986; PIECYK et al.; 2007), pelo emprego de um
sensor enzimatico de membrana, "“enzyme membrane sensor"”
(SHIMAMURA et al., 1999), cromatografia a liquido de alta eficiéncia
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hidrofilica (CARREIRA et al.,, 2002), cromatografia a liquido e
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CUMMINGS;
BLANK, 2004; PIECYK et al., 2007; BJOERN; KERSTIN; NADINE,
2008; HELD; SCHWARZ; MALMQUIST, 2009; JOHNSON, 2011),
espectrofotometria derivada segunda (O’HAVER; GREEN, 1978;
RAGONE et al., 1984; GRANT; BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS;
OJEDA; PAVON, 1988) e eletroforese capilar, sem (TAGLIARO;
MORETTO; VALENTINI, 1994; SMYTH; SMYTH, 1996; CAO; HE;
LI, 2002; ZHA; YANG; JIANG, 2006) e com hifenizacdo com
espectrometro de massas (COLNAGHI; MORAES; CARRILHO, 2008;
MASATAKA; NAOHIRO; HARUTO, 2010;).

Os métodos desenvolvidos por eletroforese capilar surgem
como uma alternativa, pois apresentam tempos de andlise
apreciavelmente curtos, requerem uma menor demanda de amostras e
reagentes, e, portanto uma menor geracdo de residuos quando
comparados aos métodos oficiais praticados atualmente. O
desenvolvimento de novas metodologias que propiciem a reducdo de
custos operacionais, bem como do nimero de instrumentos necessarios
para sua realizagdo, possibilita a obtencdo de resultados rapidos e
precisos que podem ser cruciais tanto na otimizacdo dos processos de
obtencdo de hidrolisados de proteinas quanto na elucidacdo das

concentracdes de Phe em alimentos consumidos por fenilcetondricos.

A eletroforese é uma técnica instrumental de separacdo, baseada
nas velocidades de migracdo de espécies diferentemente carregadas ou
neutras com a aplicacdo de um campo elétrico (SKOOG, 2006). As

espécies migram para o anodo ou catodo em funcdo da sua carga
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especifica e a separagdo estd baseada na diferenca entre as mobilidades
ibnicas, que estdo relacionadas com a razdo carga/massa, e com fatores
estruturais. Desenvolvida pelo quimico sueco Arne Tiselius no inicio da
década de 30, a eletroforese foi usada para o estudo de proteinas no soro
sanguineo, rendendo ao quimico o prémio Nobel no ano de 1948
(TISELIUS, 1930).

Em seu formato capilar, a eletroforese foi desenvolvida nos
anos 70. O desenvolvimento da técnica gerou interesse na industria de
biotecnologia, no que diz respeito ao seqiienciamento do DNA para 0
projeto Genoma Humano, além de ser uma técnica que se aplica para
separacGes de cations e anions inorganicos, aminodacidos, drogas,
vitaminas, carboidratos, peptideos, &cidos nucléicos, entre outros
(LEWIS; ANASTOS; BARNETT, 2005). Atualmente, o termo
eletroforese tem sido utilizado para nomear todos os tipos de técnicas de
separacao eletrodirigidas (SILVA et al., 2007).

A eletroforese capilar (CE, do inglés capillary electrophoresis)
é realizada em tubos capilares (com dimensdes de 15-100 pum de
didmetro interno). A CE oferece vantagens em relagdo a outros modos
de eletroforese devido ao formato geométrico do capilar (a éarea
superficial interna é grande comparada ao volume total) que dissipa o
calor gerado pela passagem de corrente, controlando o efeito Joule de
forma eficiente. Com isto é possivel a aplicacdo de elevados valores de
campo elétrico, resultando em separacGes de alta eficiéncia. Esta técnica
oferece muitas vantagens, tais como o baixo consumo de amostras,
reagentes e solventes, além da compatibilidade com vérios detectores,
entre eles o de absorcdo no UV-Vis e de espectrometria de massas
(TAVARES, 1996), que fazem da CE uma técnica muito versatil.
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Esta técnica agrupa um grande nUmero de separacGes
eletrodirigidas utilizando diferentes mecanismos de separacdo. O
intervalo de aplicacbes da CE varia desde a analise de moléculas
pequenas até moléculas de milhares de Daltons. Os modos podem ser
agrupados em subclasses (SILVA et al., 2007): a) eletroforese capilar de
zona; b) eletroforese capilar de afinidade; c) eletroforese capilar de
peneiramento; d) eletroforese capilar em gel; e) focalizacdo isoelétrica
capilar; f) isotacoforese capilar; g) cromatografia eletrocinética; h)
cromatografia eletrocinética micelar; i) cromatografia eletrocinética em
microemulsdo; e i) eletrocromatografia capilar. Neste trabalho sera

utilizada a cromatografia capilar eletrocinética micelar.

2.3.2.1 Cromatografia eletrocinética micelar

Um marco no campo de separagdes foi estabelecido por Terabe
et al. (1984) com a introducdo de uma versdo modificada de eletroforese
capilar, a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés
micellar electrokinetic chromatography). Também conhecida por
cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC, micellar
electrokinetic capillary chromatography) é um caso especial da
cromatografia eletrocinética, na qual a fase dispersa do capilar é
constituida por micelas (TAVARES, 1996).

A MEKC combina os mecanismos de separacdo da
cromatografia com o movimento eletroforético e eletrosmotico de
solutos e solugdes. O desenvolvimento da MEKC representou um
avango para a eletroforese capilar, pois permitiu a separagdo de

compostos neutros, ou seja, em MEKC, compostos com carater
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hidrofébicos, como por exemplo, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos podem ser separados, além da possibilidade da separacdo de
compostos eletricamente neutros (KHALEDI, 1997; TAGLIARO;
BORTOLOTTI, 2002).

Este modo de eletroforese capilar é baseado normalmente na
adicdo de tensoativos ao eletrolito de corrida e caracteriza-se pela

particdo dos analitos entre uma fase micelar e o eletrélito.

Quando um tensoativo estd presente na solucdo em uma
concentracdo maior do que a concentracdo micelar critica (CMC), o
mesmo forma micelas, que sdo agregados de moléculas de tensoativos, e
de acordo com o tensoativo empregado, a micela seré constituida de um
numero diferente de mon6émeros, este humero é chamado de nimero de
agregacao (NA). As micelas formadas sdo normalmente de formato
esférico, desta forma, os grupos hidrofilicos do tensoativo posicionam-
se do lado externo da micela, enquanto que o hidrocarboneto

hidrofdbico estara no centro da molécula, distante da fase aquosa.

Quando um composto insolivel em agua é adicionado a uma
solucdo aquosa contendo micelas, 0 mesmo particiona com a porcao
hidrofébica da micela. Caso um composto sollvel em &agua seja
adicionado a solucdo, este ndo tera afinidade pela micela, pois ndo é
solivel na fase micelar. Um composto de solubilidade intermediéria
particionara entre a solugdo aquosa e as micelas, dependendo da
hidrofobicidade do composto. As separagdes cromatograficas ocorrem
devido a diferenca de distribuicdo das moléculas da amostra entre a fase
estacionaria e a fase moével. As micelas sdo consideradas “fases

pseudoestacionarias”, e esta técnica permite a separagdo simultanea de
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compostos hidrofébicos e hidrofilicos. Solutos ionizados também
podem ser separados por MEKC, desde que possuam em sua estrutura
grupos hidrofébicos. Tais compostos migram devido a diferenca na
mobilidade eletroforética e também devido a interacdes com as micelas.
MEKC em modo reverso é praticada na auséncia de fluxo (LANDERS,
2008).

2.3.2.2 Eletroforese capilar na anélise de aminoacidos
A caréncia de trabalhos publicados utilizando CE aplicada a

determinacdo de aminoacidos em alimentos foi evidenciada durante o
levantamento  bibliografico. Esta  defasagem foi  observada
principalmente quando a procura era direcionada & analise de cereais e
seus derivados, demonstrando a importdncia de novos estudos

contemplando estas matrizes alimenticias.

Portanto, serdo apresentados, alguns métodos reportados em

literatura utilizando CE aplicada a analise de aminoacidos:

Um método com derivatizacdo on line foi desenvolvido por
Oguri; Yokoi e Motohase (1997), em que a separacdo e derivatizacdo
ocorreram simultaneamente, pois no eletrolito de corrida estavam
presentes o0 tampdo e o reagente derivatizante. A separagdo de 15
aminodcidos, incluindo a Phe ocorreu com eletrélito constituido de 15,4
mmol L™ de p-ciclodextrina, 2 mmol L™ de o-ftaldeido (OPA)/N-
acetilcisteina (NAC) e 100 mmol L™ de tampéo fosfato/borato, pH 10. O
tempo de andlise foi de 50 min. A preciséo foi de 3 % e 1% (CV) para
area das bandas e para o tempo de migragdo, respectivamente. A
linearidade foi de 0,025 a 1,25 mmol L. O LOD para a Phe foi de 0,5
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mmol L. Para determinar a precisdo deste método, os autores
compararam os resultados encontrados com HPLC, confirmando a
aplicabilidade e praticidade do uso da CE, além do método ser capaz de
determinar enantibmeros de aminodacidos. Este método foi aplicado com

sucesso em amostras de proteina de soja hidrolisada.

Um método utilizando eletroforese capilar para analise de
proteinas e 17 aminoacidos, incluindo fenilalanina, foi publicado por
Chou et al. (1998). O eletrélito de corrida utilizado foi constituido por
0,1 mol L™ de dodecilsulfato de sédio e 0,02 mol L™ de tetraborato de
sodio em dihidrogenofosfato de sodio, pH 9,0. Os aminoacidos foram
separados em 32 minutos e aplicados na diferenciacdo de barbatanas de

tubardo artificiais e naturais.

Outra proposta para determinacdo de aminoacidos livres
utilizando CE-UV foi publicada por Klampfl et al. (1998). A separacéo
foi alcancada em 35 minutos utilizando eletrélito de corrida com 10
mmol L™ de NaH,PO,, 30 mmol L™de 4cido octanosulfonico, pH 2.36.

Este método mostrou-se eficiente na analise de bebidas.

Um método para andlise simultdnea de anions inorganicos,
acidos organicos, aminodcidos e carboidratos foi proposto por Soga e
Ross (1999). O método de separacdo foi desenvolvido utilizando-se o
modo de deteccdo indireta com &cido 2,6- piridina dicarboxilico. O
eletrélito de corrida otimizado foi composto por 20 mmol L™ de PDC e
0,5 mmol L™ de hidréxido de cetiltrimetilaménio (CTAOH), em pH
12,1 ajustado com NaOH. O método de separacdo foi aplicado em
amostras de molho de soja, bebidas e em abacaxi, com tempo total de

analise de 40 minutos.
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Paez; Rada e Hernandéz (2000) utilizaram MECK com deteccdo por
fluorescéncia para separacdo e quantificacdo de Phe, Tyr, Thre e Val em
plasma de pacientes fenilcetonlricos. Portadores desta doenca
apresentaram uma concentracdo de Phe maior, e menor de Tyr em
relagdo a normalidade. A relacdo de Phe/Tyr apresentou-se 21 vezes
maior com uma diminuicdo das concentracdes de Val e Thre. O
eletrélito de corrida contendo 34 mmol L™ de tetraborato de sédio, 120

mmol L de SDS e 1% de metanol em 9 min mostraram-se eficiente.

Segura-Carretero et al. (2004) desenvolveram um método por
CZE para determinacdo simultdnea de alcoois, aminas, aminoacidos,
flavonodides e purina em sete amostras de cervejas internacionais
adquiridas no comércio local. A melhor separagdo para os analitos foi
alcancada com o eletrdlito constituido de 70 mmol L™ de tetraborato de
sodio, pH 10,25 em 35 mim.

Jiang et al. (2009) propuseram a determinacdo direta de
aminoadcidos sem derivatizacdo, utilizando CE-UV. O método
desenvolvido foi aplicado na determinagdo de sete aminodcidos em
saliva humana e amostras de cha verde. A separacdo ocorreu através de
interacGes entre fons Cu e 0s aminoécidos avaliados (Lis, His, Ser, Leu,
Phe, Glu e Pro), alcangando alta detectabilidade. Os pesquisadores
também utilizaram estratégias de pré-concentracdo on line (stacking)
para incrementar a detectabilidade do método. O tempo de analise

alcangado para os sete aminoacidos foi de 24 minutos.

As metodologias por apresentarem tempo de analise longos e a

caréncia de métodos validados analiticamente aliados a potencialidade
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da CE para analise destes aminoacidos, motivaram a realizacdo deste

trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo propde o desenvolvimento de um método rapido
para determinagdo de fenilalanina e outros aminodcidos com
caracteristicas estruturais semelhantes, triptofano, histidina e tirosina,
em amostras de cereais utilizando cromatografia eletrocinética micelar.
Este estudo contemplard a otimizacdo do método de analise utilizando
planejamento de experimentos; e a validacdo intralaboratorial da

metodologia analitica proposta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizacdo da composicdo do eletrélito de corrida e avaliagcdo
dos demais parametros instrumentais inerentes a técnica para
andlise simultdnea de fenilalanina, triptofano, tirosina e
histidina em cereais utilizando planejamento fatorial fracionario

e completo;

e Validagdo intralaboratorial da metodologia proposta de acordo
com protocolo de validagio EURACHEM, contemplando a
avaliacdo de parametros de desempenho como linearidade,
faixa de trabalho, efeitos de matriz, seletividade, exatiddo,
precisdo, limites de deteccdo, limites de quantificacdo e

robustez;
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Utilizacdo de ferramentas estatisticas para avaliacdo dos

parametros estudados para validag&o intralaboratorial;

Avaliacdo da exatiddo do método proposto através de estudo

comparativo utilizando LC-MS/MS para anélise das amostras;

Aplicacdo da metodologia devidamente validada na
determinacdo de fenilalanina, triptofano, histidina e tirosina em

amostras de cereais.

Determinacdo do teor de proteina pelo método Kjeldahl para
comparagdo com o valor nominal informado nos rétulos dos

cereais analisados;

Determinacéo de fenilalanina (%, m/m) em relacdo ao teor total

de proteina.
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CAPITULO 2: Desenvolvimento e otimizacdo de método rapido
para analise simultanea de fenilalanina, tirosina, histidina e
triptofano por cromatografia eletrocinética micelar utilizando

planejamento fatorial fracionario e completo

1. INTRODUCAO

Comumente, estudos que objetivam a otimizacdo de varidveis
experimentais sdo realizados através de procedimentos que avaliam o
efeito de uma varidvel por vez, o que, de maneira geral, impede o
estabelecimento de 6timos verdadeiros, em razdo da frequéncia com que
as variaveis se apresentam altamente correlacionadas. Ou seja, um dos
problemas mais comum para quem faz experimentos é determinar a
influéncia de uma ou mais variaveis sobre outra varidvel existente
(NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2010).

A metodologia do planejamento fatorial, associada a analise de
superficies de respostas, é uma ferramenta fundamentada na teoria
estatistica, que fornece informacbes seguras sobre o processo,
minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro
(BOX; HUNTER e HUNTER, 2005). Embora essa metodologia tenha
sido proposta por Box na década de 50 (BOX; HUNTER e HUNTER,
1978), somente nos UGltimos anos ela tem sido mais intensamente

utilizada.

No planejamento de qualquer experimento, uma etapa decisiva
é a escolha dos fatores e respostas que devemos considerar. Os fatores,

em geral, sdo as variaveis que o experimentador tem condi¢Bes de
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controlar, enquanto as respostas sdo as variaveis de saida do sistema, nas
quais estamos interessados, e que serdo — ou nao — afetadas por
modificagBes provocadas nos fatores. Podendo ser qualitativas ou
quantitativas. Dependendo do problema, podemos ter varias respostas de

interesse, que talvez precisem ser consideradas simultaneamente.

Apbs a identificacdo de todos os fatores e respostas a serem
consideradas, a proxima etapa é definir, com o maximo de clareza, o
objetivo que pretendemos alcancar com 0s experimentos, para que entdo
0 planejamento mais apropriado possa ser escolhido. O planejamento
dos experimentos, isto €, a especificacdo detalhada de todas as
operacdes experimentais que devem ser realizadas, vai depender do
objetivo particular que se quer atingir. Objetivos diferentes precisardo de

planejamentos diferentes.

Em investigacGes preliminares, planejamentos fatoriais de dois
niveis sdo muito Uteis, principalmente se o objetivo é descobrir se
determinados fatores tém ou ndo influéncia sobre a resposta. Sé&o
planejamentos relativamente simples quanto a execugdo, e a seguir
podem ser ampliados para formar um planejamento mais sofisticado,
guando se quer conhecer melhor a relagéo entre a resposta e os fatores
importantes (MONTGOMERY, 1997).

Por outro lado, se um nimero de fatores relativamente grande
for considerado, é possivel que alguns deles ndo tenham influéncia
significativa sobre a resposta para a faixa de nivel considerada. Nesse
caso, um planejamento completo seria um desperdicio: o melhor seria
fazer primeiro uma triagem, para decidir entdo quais séo os fatores que

merecem um estudo mais aprofundado. Para isso, um planejamento
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fatorial incompleto como, por exemplo, um fatorial fracionario seria o

procedimento de escolha.

A utilizacdo de planejamentos experimentais demonstra
diversas vantagens, dentre essas destacam-se: i) selecdo das variaveis
que influenciam um processo com nimero reduzido de ensaios; ii)
possibilidade de estudo simultaneo das diversas variaveis envolvidas em
processos; iii) a reducdo do nimero de ensaios, sem prejuizo da
qualidade da informacdo; iv) elaboracdo de conclusdes a partir de
resultados qualitativos; v) verificagdo e quantificacdo de efeitos

sinérgicos e antagbnicos entre os fatores de interesse; entre outras.

Para executar um planejamento fatorial, comecamos
especificando os niveis em que cada fator deve ser estudado, isto &, 0s
valores dos fatores (ou as classes, nos casos qualitativos) que serdo
utilizados durante os experimentos. Para um planejamento fatorial
completo, experimentos em todas as possiveis combinagdes dos niveis

dos fatores deverao ser realizados.

Para k fatores, isto €, k varidveis controladas pelo
experimentador, um planejamento completo de dois niveis exige a
realizagio de 2 x 2 X ... x 2 = 2% ensaios diferentes, sendo chamado por
isso de planejamento fatorial 2. Esta representacio mostra que, se em
um planejamento forem escolhidos 2 diferentes niveis para 3 fatores

(23), 0 nimero de experimentos diferentes a serem realizados sera 8.

Apesar dos planejamentos fatoriais do tipo 2* serem mais
comuns, e que com um numero reduzido de niveis é praticamente
impossivel explorar de maneira completa uma grande regido no espacgo

das variaveis (>4), estes ainda se mostram vantajosos, pois permitem
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verificar tendéncias importantes para a realizacdo de investigacOes
posteriores. Neste tipo de planejamento fatorial, no qual os niveis sdo
comumente codificados com os sinais (+) e (-), a atribui¢do aos niveis
superiores ou inferiores se da de forma arbitraria e ndo interfere na
realizacdo dos experimentos ou interpretacdo dos resultados. Estes sinais
também permitem esquematizar estas variaveis na forma de matrizes de
planejamento, assim como determinar, por meio de calculos, a
influéncia das mesmas e das suas interagbes no sistema
(MONTGOMERY, 1997).

Além do exposto, cabe ressaltar que em um planejamento
fatorial, as réplicas ou repeticBes de experimentos sdo de fundamental
importancia e servem para a estimativa do erro experimental, e a partir
dai avaliar a significancia estatistica dos efeitos. Para isso, é preciso que
a replicacdo seja uma repeticdo auténtica, isto é, a realizagdo, por mais
de uma vez, de todas as etapas do ensaio. Este ponto é muito importante,
pois caso as repeticdes acontecam de forma imprépria, sem incluir a
variabilidade total do processo, 0s erros vao parecer menores que na
realidade sdo, e talvez o analista reconheca efeitos significativos onde
esses na realidade ndo existem (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Para evitar a ocorréncia de distorcdo estatistica nos resultados,
isto é, para impedir que desvios atipicos sejam obrigatoriamente
associados a determinadas combinac@es de niveis, devemos realizar os
ensaios em ordem aleatéria. A aleatorizacdo é outro principio
experimental muito importante que ajuda a impedir que fatores
indesejaveis, dos quais ndo estamos cientes, interfiram nos efeitos que

estdo sendo investigados.
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O numero de ensaios necessarios para a realizacdo de um
planejamento fatorial 2“ completo aumenta rapidamente com k, o
nimero de fatores investigados. Com sete fatores, por exemplo, um
planejamento completo exigiria nada menos do que 2’ = 128 ensaios.
Em um desses casos, a informagdo desejada muitas vezes pode ser

obtida a partir de um ndmero de ensaios bem menor.

Em situacBes nas quais o0 pesquisador pode aceitar como
despreziveis os efeitos das interagdes de segunda ordem e superiores,
entdo informagGes interessantes sobre os efeitos principais e sobre as
interacdes de primeira ordem, podem ser obtidas a partir de uma fracéo
do nimero de ensaios do planejamento completo (BOX; HUNTER e
HUNTER, 1978).

Por outro lado, em muitas situacdes ndo é conhecida, a priori, a
relacdo completa de todas as variaveis que afetam significativamente a
resposta. Para ndo haver o risco de excluir fatores que podem vir a
serem importantes nesse estagio, 0 maior nimero possivel de variaveis

devem ser estudadas.

E importante ressaltar que delineamentos fatoriais fracionarios
tem importancia vital nos experimentos que antecedem ao experimento
final, como no caso da selecdo de fatores e de seus niveis (tipo
screening). No entanto, o delineamento final deve ser realizado com

base num delineamento completo.

O planejamento experimental vem sendo utilizado com o
objetivo de aprimorar metodologias analiticas e tem possibilitado, por
exemplo, melhorar o desempenho de separac¢des utilizando eletroforese
capilar (EHLEN; ALBERS e BREYER, 2005; CAPELLA-PEIRO;
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BOSSI e ESTEVE-ROMERO, 2006; POLONINI et al., 2011;
ALMEIDA et al., 2011) Em anélises utilizando HPLC, uma maior
resolucdo dos picos cromatograficos e um menor consumo de reagentes
e solventes podem ser alcancados sem prejuizo na qualidade dos
resultados. Ainda reduz o nimero de experimentos ou repeticdes e
melhora a qualidade da informacdo obtida a partir dos resultados, o que
se reflete numa sensivel diminuicdo do trabalho e, consequentemente,
do tempo e do custo final das analises (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Ballusa et al. (2011) otimizaram e validaram um método,
utilizando eletroforese capilar de zona, para separa¢do simultanea e
quantificacdo de 13 compostos fendlicos em amostras de azeite extra-
virgem. Um planejamento fatorial composto central, associado a anélise
de superficie de resposta foi utilizado. Este procedimento multivariado
foi eficiente para encontrar a condi¢do de separacdo 6tima a partir da
avaliacdo de cinco respostas envolvendo resolucGes dos picos adjacentes
e tempo de analise. Os mesmos autores (MEINHARTA et al., 2011)
utilizaram planejamento estatistico multivariado e a funcdo de
desejabilidade de Derringer-Suich aplicados a determinacdo de
carboidratos em diferentes matrizes alimenticias. Foi utilizada
cromatografia eletrocinética micelar com tensoativo anibnico. Esta
estratégia tem sido utilizada com sucesso para analisar compostos de
dificil separacdo, mas ainda ndo havia sido explorada na analise de
carboidratos. Os efeitos do pH dos eletrélitos de corrida e a
concentracdo do tensoativo aniénico foram investigados a partir de um
planejamento composto central que exigiu 17 experimentos. A
otimizacgdo simultanea das respostas para a separacdo de seis conjuntos

de carboidratos foi realizada utilizando modelos empiricos para a
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previsdo das condicdes de melhor resolu¢cdo em seis matrizes. Os
resultados indicaram uma boa separacdo dos compostos nas amostras,

demonstrando o sucesso da aplicagédo deste tipo de planejamento.

A separacdo de seis isoflavonas de soja foi estudada a partir de
um planejamento fatorial 32 por TAVARES et al. (2006) Foram
avaliados os componentes do eletrélito de corrida nos seguintes niveis:
metanol (MeOH; 0-10%) e dodecilsulfato de sédio (SDS; 20-70 mmol
L™); o tampéo tetraborato de sédio foi mantido constante 10 mmol L™
Nove experimentos foram efetuados e a mobilidade aparente de cada
isoflavona foi calculada como uma funcéo da composicéo de eletrélito.
Uma fungdo resposta foi formulada, levando em consideracdo a
produtéria das diferencas de mobilidade, a mobilidade do primeiro e do
Gltimo pico, e a condutividade do eletrélito. A analise da superficie de
resposta indicou uma composicdo de eletrolito de corrida 6timo
constituido por 10 mmol L™ de tetraborato de sédio (pH 9,3), 40 mmol
L™ de SDS e 1% de MeOH. A separacdo em linha de base foi alcancada

em menos de 7,5 minutos.

1.1 AMINOACIDOS

Os aminoécidos sdo classificados de acordo com as
propriedades de suas cadeias laterais, ou seja, se sdo apolares
(apresentam  distribuicdo homogénea de elétrons) ou polares
(apresentam distribuicdo desigual de elétrons) (CHAMPE; HARVEY e
FERRIER, 2009).

Os aminoécidos fenilalanina e triptofano, além de possuirem

absortividade na regido do UV, sdo classificados como aminoacidos
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com cadeias laterais apolares, ou seja, sdo incapazes de receber ou doar
prétons, de participar em ligacBes ibnicas ou formar ligacdes de
hidrogénio (Figuras 2.1). As cadeias laterais desses aminoéacidos podem
ser vistas como “oleosas”, ou semelhantes a lipideos, pela propriedade

de promover interagdes hidrofébicas.

Figura 2. 1 - Estruturas quimicas dos aminoacidos fenilalanina (1) e triptofano

Q).

O
HoN
OH
pk, (+1) = 2,13 pka(+1) = 2,31
pks (-1) = 9,26 pka (-1) = 9.59
@ )

Fonte: (LEHNINGER, 2006).

Os teores de fenilalanina em proteinas alimentares variam entre
4 e 6%, ndo existindo nenhuma proteina natural isenta deste
aminoacido. Portanto, quanto maior o teor de proteina em um alimento,
maior serd o teor de fenilalanina. Cabe salientar que, a principio, todos
os alimentos podem ser consumidos por fenilcetonuricos, desde que o
seu teor em fenilalanina ndo ultrapasse a tolerancia individual. Na

pratica, soma-se a quantidade de fenilalanina contida em todos os
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ingredientes utilizados no preparo das refeicdes e adapta-se a quantidade
deste ou daquele alimento a tolerancia do paciente ao aminoacido. O
que, para os portadores desta doenca é de extrema importancia conhecer
a quantidade que esta ingerindo desse aminodacido para evitar problemas

mais graves.

Ainda que o objetivo principal desse estudo fosse desenvolver
um método rapido para determinacdo de fenilalanina, outros
amino4cidos foram utilizados durante a otimizacdo das condigdes
experimentais, uma vez que, além do triptofano, a tirosina e a histidina
também absorvem na regido do UV. A tirosina e a histidina (Fig. 2.2)
sdo classificadas como aminoacidos de cadeias laterais polares
desprovidas de cargas e de cadeias laterais basicas, respectivamente. O
primeiro pertence ao grupo de aminodacidos que apresentam carga igual
a zero, em pH neutro. Embora a cadeia lateral da tirosina possa perder
um préton em pH alcalino, ainda possui caracteristica de conter um
grupo hidroxila polar que pode participar da formagdo de pontes de
hidrogénio. O segundo aminoacido pertence ao grupo de aceptores de
prétons, embora possua caracteristica de ser fracamente alcalino, o
aminodcido livre ndo apresenta carga elétrica em pH fisiolégico
(CHAMPE; HARVEY e FERRIER, 2009; RIBEIRO e SERAVALLI,
2007).
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Figura 2.2- Estruturas quimicas dos aminoacidos tirosina (1) e histidina (2).

h #/ NH
N =
O
HoN
OH
pka(+1) = 2,18 pk, (+2) = 2,01
pka(-1)=9,1 pk, (+1) = 6,04
pk, (-2) = 10,18 pk, (-1) = 9,33
1) (2)

Fonte: (LEHNINGER, 2006).

Neste estudo foi realizado um planejamento fatorial fracionario
Resolucdo V com triplicata no ponto central e planejamento fatorial
completo 32 com triplicata no ponto central. O planejamento fracionério
foi executado a fim de identificar a partir dos efeitos principais,
indicacbes das varidveis que deveriam ser incluidas no delineamento
seguinte e ainda, definicdo das novas faixas que deveriam ser estudadas
para cada variavel. O objetivo foi desenvolver um método rapido para
andlise simultanea de fenilalanina, histidina, tirosina e triptofano a ser

aplicado em amostras de cereais.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Padrbes dos L-aminoacidos Phe (>99%), Tyr (98%), His
(>99%), e Trp (>99%) adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, CO,
E.U.A.) foram utilizados como padrdes analiticos de alto grau de pureza,
durante as analises, pois, apesar deste estudo contemplar a determinagéo
de fenilalanina, os outros aminoacidos supracitados poderiam causar
interferéncia no método desenvolvido utilizando CE, e, portanto foi de
grande importancia para avaliacdo da seletividade e especificidade da

metodologia proposta.

Outros reagentes utilizados durante os experimentos: NaOH PA
(Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); H3PO,4 (Merck, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil); acido 3,5 dinitrobenzoico e metanol (99,9%) (Sigma Aldrich, St.
Louis, CO, E.U.A)); e dodecilsulfato de sédio (SDS) adquirido da Bio
Agency Laboratorios (Sdo Paulo, SP, Brasil).

2.2 SOLUCOES

As solugdes estoque de Phe, Tyr, His e Trp foram preparadas
isoladamente pela dissolugédo de 10 + 1 mg do padrdo em 10 mL de agua
desionizada (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Nas solucGes de
histidina e tirosina foi necessario acidificar o meio para um aumento da
solubilidade desses compostos. Estas solu¢fes foram armazenadas sob
refrigeracdo a 4 °C, até o momento do ensaio, e preparadas de acordo

com a necessidade de cada procedimento experimental.
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Padrdo de &cido 3,5-dinitrobenzoico foi utilizado como padrao
interno. A concentracdo da solucdo estoque foi de 1000 mg L7
preparada em metanol. Nas solucGes padrdes a serem analisadas a

concentragdo final e constante do padrao interno foi de 25 mg L™.

O preparo dos eletrdlitos de corridas utilizados durante 0s
planejamentos, e para a condicdo definitiva de separacdo, foram
preparados a partir de solucdes estoque de HsPO, 100 mmol L™ e SDS
400 mmol L™,

Solugdo de NaOH 1 mol L™ foi utilizada para o

condicionamento inicial do capilar.

2.3 EQUIPAMENTOS E CONDICOES EXPERIMENTAIS
2.3.1 Eletroforese capilar

Os procedimentos analiticos foram realizados em equipamento
de eletroforese capilar da marca Agilent Technologies modelo Agilent
7100 (Palo Alto, CA, E.U.A)), equipado com detector de arranjo de
diodos (DAD, do inglés diode array) e sistema de refrigeracdo do
capilar por circulacdo de ar. O software (HP ChemStation, rev A.06.01)

foi utilizado para tratamento e aquisi¢do de dados.

2.3.2 Condic&o experimental

Os capilares utilizados sdo de silica fundida (Polymicro
Technology, Phoenix, AZ, E.U.A.), revestidos externamente com

poliimida, com 50 um de didmetro interno, 48,5 cm de comprimento
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total e 8,5 cm até o detector. As lavagens de condicionamento inicial do
capilar, com pressdo de aproximadamente 940 mbar, foram realizadas
diariamente com 15 min de hidréxido de sédio 1,0 mol L™, 15 min de
agua desionizada e 15 min de eletrdlito de corrida. No intervalo entre
corridas, o capilar foi recondicionado com lavagens de 60 segundos com
eletrélito de corrida e, no término das analises, 10 min de hidroxido de
sodio e 10 min agua foram suficientes para a limpeza do capilar,

armazenado com as extremidades imersas em agua desionizada.

A injecdo das solugdes padrdo foi realizada pelo outlet
(extremidade do capilar mais proxima do detector), injecdo
hidrodindmica com pressdo de 50 mbar por 3 segundos. O
monitoramento dos sinais e do espectro no UV foi efetuado em 200 nm.
A aquisicdo e tratamento dos eletroferogramas foram realizados pelo

software HP Chemstation.

A constituicdo final do eletrélito de corrida foi de 30 mmol L™
de H3PO,, 100 mmol L™ de SDS, 25% de metanol, e a separacdo dos
analitos transcorreu com tensdo aplicada de 20 kV, com polaridade

negativa, temperatura de 25 °C, em tempo inferior a 2,5 minutos.

2.4 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO COM PONTO
CENTRAL DO TIPO 2V

As variaveis investigadas foram: tensdo aplicada; porcentagem
de metanol adicionado ao eletrélito de corrida; concentragdo de H3PO,
(mmol L™); concentracéo de SDS (mmol L™); e temperatura do cartucho

do capilar (°C). Essas variaveis e seus correspondentes niveis estdo
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representados na Tabela 2.1. Todas as varidveis foram avaliadas em dois
niveis, sendo um baixo (representado por -1) e um alto (+1). O
experimento do ponto central (0) foi realizado em triplicata,
possibilitando com isso avaliar o erro puro, ou seja, o erro padrdo
calculado através dos pontos centrais (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Tabela 2.1 - Planejamento fatorial fracionario 2v>™.

Variaveis Fator Nivel
-1 0 +1
1 Tenséo, kV 20 25 30
2 [Metanol], % 10 20 30
3 [HsPO,], mmol L™ 30 35 40
4 [SDS], mmol L™ 60 80 100
5 Temperatura, T 20 22,5 25

Fonte: o proprio autor.

Apo6s a indicacdo das variaveis que influenciaram na separacéo
dos aminoécidos, a partir das respostas geradas com o planejamento
fatorial fracionario, foi construido um novo delineamento utilizando
planejamento fatorial 3* com triplicata no ponto central. As variaveis
investigadas no segundo planejamento foram: porcentagem de metanol e
concentragdo de SDS (mmol L™), enquanto foram mantidos fixos: a
concentracdo de HsPO, em 30 mmol L™ tensdo aplicada, 20 kV; e
temperatura de 25 °C. A Tabela 2.2 indica as varidveis avaliadas no

novo planejamento.
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Tabela 2.2 - Planejamento fatorial 3% com triplicata no ponto central.

Variaveis  Fator Nivel
-1 0 +1
1 [Metanol], % 20 25 30
2 [SDS], mmol L™ 80 90 100

Fonte: o proprio autor.

A resposta para o planejamento fatorial completo foi gerada a
partir da razdo entre o produto da diferenca entre as mobilidades dos
pares adjacentes e o tempo de anélise, de acordo com a Equagéo 1.

R = H[l-laple_l-lappi] (l)
trinal

Onde, Happ i € Happ i+1 S30 as mobilidades aparentes dos
compostos adjacentes. A mobilidade aparente pode ser calculada pela
seguinte equacdo (LANDERS, 2008):

Happ = Her + Heo (2)

Onde, u,, € M., sdo as mobilidades eletroforética e

eletrosmotica, respectivamente. Nessa equacgdo, a contribuigdo efetiva
do fluxo eletrosmético é considerada durante a separacdo. Em pH 2 o

fluxo eletrosmatico possui mobilidade negligenciavel, portanto, ., €

considerada zero (LANDERS, 2008). A Equacdo 3 pode ser descrita

assim:
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_ Lger _ Ldet Ltot 3)

UQ - -
PP tm E ty V

Onde, L., ¢é a distdncia da extremidade de injecdo até a
posicdo onde estd localizado a janela de deteccdo, t,, é o tempo de
migracdo do ion, V é a diferenca de potencial aplicada e L,.. é 0

comprimento total do capilar.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXPERIMENTOS PARA TRIAGEM DAS VARIAVEIS

Os aminoacidos possuem a capacidade de ionizagdo,
propriedade muito explorada na maioria dos métodos de separacdo
envolvendo esses compostos. A Figura 2.3 mostra o grafico de
mobilidade efetiva versus pH. Esse grafico foi obtido a partir de
equacOes pertinentes e banco de dados (contendo constantes de
dissociagdo acido-base e mobilidades idnicas de mais de 370 solutos)
que foram incorporados em um arquivo (Microsoft® Excel 97). A
programacdo e concatenagdo das planilhas individuais foram feitas
usando os recursos do software (macros programadas em visual basic).
Essa ferramenta valiosa para avaliacdo preliminar de uma separacédo é
denominada SIMULSC (MICKE, 2005), e auxilia na indicacdo das
regides de pH em que as mobilidades das substancias diferem mais,
consequentemente sendo a regido mais susceptivel de se alcangar a

separagao.
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Figura 2.3 - Curvas de mobilidade versus pH para os aminoacidos
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Fonte: software SIMULSC adaptado (MICKE, 2005).

A Figura 2.3 indica que em valores proximo a pH 11 a
diferenca nas mobilidades dos quatro aminoacidos possibilitaria a
separacdo dos mesmos. E importante ressaltar que ndo é possivel
realizar a previsdo precisa do pH 6timo, uma vez que os dados utilizados
no calculo da mobilidade efetiva estdo corrigidos para diluicdo infinita.
Por isso, as mobilidades geradas por calculos podem ndo concordar
inteiramente com os medidos experimentalmente na forca ibnica do
eletrolito de corrida (FUJIYA; TAVARES, 2003).

O tetraborato de sddio (TBS) é um eletrélito muito utilizado na
andlise em eletroforese capilar, pois apresenta caracteristicas
interessantes: facil preparacdo (desejavel para se obter boa robustez do

método); o pK, do TBS é 9,36, 0 que é interessante, pois nesse pH 0s
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aminoacidos estdo dissociados, na forma anibnica. Entretanto, o pH
ainda ndo seria o ideal, indicado pelo grafico de mobilidade versus pH.
Uma alternativa, seria o ajuste do pH com NaOH até a regido
satisfatoria de pH (11), mantendo a capacidade tamponante do meio,
caracteristica desejavel em separacOes por eletroforese capilar para que
ocorra a manutencdo do pH durante as analises. Entretanto, quanto
maior a concentracdo do eletrdlito de corrida, maior a forca iénica do
meio e consequentemente menor o fluxo eletrosmotico. Como a
intencdo é alcancar um método rapido de andlise, e em pH alto o fluxo
eletrosmético é o responsavel por conduzir os analitos até o detector,
guanto menor o fluxo, mais lentos os analitos se comportardo. De
acordo com o que foi exposto, descartou-se a possibilidade de separacéo

dos analitos em pH alto.

Uma segunda abordagem foi a utilizagdo de meio micelar
durante a separagdo, para isso foi utilizado um tensoativo anidnico
(SDS) como componente do eletrolito de corrida contendo TBS (pH
9,3). Com isso, esperava-se explorar uma possivel diferenciacdo das
mobilidades eletroforéticas dos compostos, entretanto a separacdo nédo
foi alcangada, ou seja, os analitos ndo apresentaram variacdo de
mobilidade significativa, fato atribuido a uma possivel repulsdo

eletrostatica entre os analitos e as micelas de SDS.

Ainda de acordo com o grafico, outra regido em potencial seria
por volta de pH 2. Uma tentativa foi a utilizacdo de um eletrélito de
corrida composto por acido glutdmico, pH 2,1 ajustado com HCI. A
escolha do &cido glutdmico se deu pela semelhan¢a de mobilidade com a

fenilalanina, minimizando efeitos eletrodispersivos, o que acarretariam
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na perda da eficiéncia dos picos (BAKER, 1995). Entretanto, a
utilizacdo desse eletrolito de corrida em diferentes concentragcbes ndo
resultou na separagdo dos analitos em linha de base. A Figura 2.4
representa um dos experimentos realizados utilizando &cido glutdmico

20 mmol L, pH 2,1 ajustado com HCI como eletrélito de corrida.

Figura 2. 4 - Eletroferograma dos padrfes de His (1); Trp (2); Phe (3); Tyr (4).
Eletrélito constituido por 20 mmol L™ de 4cido glutamico, pH 2,1 ajustado com
HCI; capilar, 48,5 cm de comprimento total e 8,5 cm de comprimento efetivo;
temperatura 25 °C; tensdo 30 kV, polaridade positiva; inje¢do hidrodindmica 50

mbar durante 3 s; comprimento de onda 200 nm.
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Fonte: o préprio autor.
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E possivel visualizar no eletroferograma que, apesar da
separacdo quase em linha de base dos picos, foi necessaria a utilizacdo
de um capilar de 48,5 cm. Caso contrario, a injecdo pela extremidade
mais proxima do detector ndo proporcionaria a separacdo dos
compostos. O mesmo comportamento foi observado para outras a faixa
de pH entre 2,1 e 2,5.

A separacdo de solutos neutros, quando em presenca de micelas
anionicas, é baseado na particdo modulada pela concentracéo de micelas
(e mondmeros), enquanto que para solutos carregados positivamente a
interacdo ocorre através de pareamento iénico (HUIE, 2003). Portanto,
permanecendo no intuito de buscar um método rapido, optou-se por
avaliar a utilizagdo de H3PO,4, pH 2, com a utilizagdo de SDS para que
fosse explorada a possivel interacdo analito — micela na separacdo dos

aminoacidos com os analitos totalmente protonados.

Observou-se que com 0 aumento da concentracdo de SDS
houve uma significativa reducdo do tempo de analise. Ainda, a variacdo
de H3PO,4 mostrou influéncia, mesmo que ndo tdo pronunciada quanto a
de SDS.

A adicdo de solventes organicos ao eletrolito de corrida tem
demonstrado em muitos estudos um aumento da solubilidade,
detectabilidade, resolugdo e controle do fluxo eletrosmético (LIU et al.,
1999; HUIE, 2003; BRETNALL e CLARKE, 1995).

A utilizacdo de solventes organicos (acetonitrila, etanol e
metanol) foi avaliada isoladamente. Os resultados indicaram um
aumento da resolucédo e sinal na presenga de metanol, enquanto que 0s

outros solventes provocaram, na maioria das vezes, um alargamento das
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bandas eletroforéticas, e consequentemente perdas na resolucdo entre

picos adjacentes.

Os ions no meio eletroforético migram como resultado do
campo elétrico aplicado ao longo do tubo capilar, quanto maior 0 campo
menor o tempo de andlise. Altos valores de campo aplicado podem levar
a um desvio da Lei de Ohm, desvio causado por uma ineficiente
dissipacdo do calor gerado dentro do capilar, causando efeitos
indesejaveis & separacdo como, por exemplo, instabilidade e perda de
resolucdo. Altas concentracdes de eletrélito reduzem a faixa linear da
Lei de Ohm, (LANDERS, 2008) desvio causado por uma ineficiente
dissipacdo do calor gerado dentro do capilar, causando efeitos
indesejaveis & separacdo como, por exemplo, instabilidade e perda de
resolucdo. Altas concentracdes de eletrélito reduzem a faixa linear da
Lei de Ohm. A variagdo da tensdo aplicada durante os experimentos
preliminares demonstraram que a tensdo interferiu na resolucao entre os
picos. Ainda foi observada uma variacdo do tempo de migracdo com a
variagdo da temperatura, o que se da pela mudancga da viscosidade do

eletrélito de separacdo no interior do tubo capilar (LANDERS, 2008).

Selecionadas as variaveis que influenciariam na separacédo dos

guatro aminoacidos, o planejamento fatorial fracionario foi executado.

3.2 CONSTRUCAO DO PLANEJAMENTO FATORIAL
FRACIONARIO

Existem diferentes tipos de planejamentos fatoriais fracionarios
descritos na literatura, como, por exemplo, as fracbes 1/2, 1/4, 1/8,

1/16...1/2° de um planejamento 2¥°, em que k é o niimero de variaveis e
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b é o tamanho da fracdo. O tamanho da fracdo influenciara no possivel
numero de efeitos a serem estimados e, consequentemente, no ndmero
de experimentos necessérios (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

Devido a inUmeras varidveis envolvidas na andlise, e que estdo
diretamente relacionadas a qualidade dos resultados, a otimizacéo
multivariada foi escolhida como ferramenta auxiliar. Foi conduzido um
planejamento fatorial fracionario com ponto central do tipo 2v°*,
primeiramente para avaliar o efeito e significancia das varidveis em

estudo, bem como possiveis interacdes entre essas.

Utilizando-se como variaveis: a concentracdo de H3PO, (30-40
mmol L™?); % de metanol (10-30%); concentracdo de SDS (60-100
mmol L™); tensdo (20-30 kV) e temperatura (20-25 °C). Foram
mantidos constantes os parametros de injecdo em 50 mbar durante 3 s

(hidrodinamica).

Os ensaios envolvidos no planejamento fatorial fracionario
com ponto central do tipo 2v>! para cada experimento estio

representados na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 - Experimentos envolvidos no planejamento fatorial fracionario 2v>*

Experimento Tensdo MeOH H3P04.1 SDS ; Temperatura

(kV) (%)  (mmolL™) (mmol L") °C)
1 20 10 30 60 25
2 30 10 30 60 20
3 20 30 30 60 20
4 30 30 30 60 25
5 20 10 40 60 20
6 30 10 40 60 25
7 20 30 40 60 25
8 30 30 40 60 20
9 20 10 30 100 20
10 30 10 30 100 25
1 20 30 30 100 25
12 30 30 30 100 20
13 20 10 40 100 25
14 30 10 40 100 20
15 20 30 40 100 20
16 20 30 40 100 25

Continua
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Continuagéo

Experimento Tensdao  MeOH H3PO4_1 SDS } Temperatura
(kV) (%)  (mmolL™) (mmolL™) C)
17 25 25 35 80 225
18 25 25 35 80 225
19 25 25 35 80 225

Fonte: o proprio autor.

Devido ao numero elevado de eletroferogramas gerados a
partir do planejamento fracionrio, os resultados serdo discutidos sem a

apresentacdo dos mesmos.

Os eletroferogramas dos ensaios 1, 2, 5 e 6 apresentaram perfis
similares, sendo possivel a separagdo de trés compostos de um total de
guatro em um tempo de analise em torno de 1,5 minutos. Nessas
condi¢des, a concentragdo de HsPO, variou, juntamente com a
temperatura e tensdo aplicadas, enquanto as concentracdes de SDS e
MeOH permaneceram constantes em 60 mmol LY e 10%,
respectivamente. Um comportamento semelhante foi observado nos
experimentos 3, 4, 7 e 8, entretanto a separacdo de apenas trés
compostos foi mais lenta, com tempos de analise em torno de 4,0
minutos. Nesses ensaios foram mantidos 30 % de MeOH e 60 mmol L™
de SDS, enquanto que a variacdo dos outros parametros podem ser
visualizados na Tabela 2.3. O aumento do tempo da anélise indicou que

a propor¢do de MeOH exerce influéncia na separacdo e,
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consequentemente, no tempo de migracdo de cada analito e tempo final
de analise. Os experimentos 9, 10, 13 e 14, apresentaram perfil similar e
separacdo incompleta da fenilalanina e histidina, e o tempo de corrida
foi menor que 1,5 minutos, ainda que na concentracdo mais alta de SDS
100 mmol L™*, sinalizando para a influéncia significativa no
comportamento dos analitos, associado & baixa concentracdo de MeOH,
0 qual também ndo variou durante essas 4 corridas, permanecendo em
10%, fato que pode explicar a co-migragdo dos analitos. Os
experimentos envolvendo o ponto central, 17, 18 e 19 ndo apresentaram
diferenca significativa em relagdo ao tempo de anélise, quando
comparados aos experimentos 9, 10, 13 e 14, entretanto, 0s picos
correspondentes a fenilalanina e histidina apresentaram a separa¢do em
linha de base, entretanto, muito préximos (Resolucdo 1). Esse
comportamento poderia comprometer a separacdo da fenilalanina
durante a andlise das amostras em fungdo da complexidade da matriz.
Finalmente, os experimentos 11, 12, 15 e 16 apresentaram perfil similar,
separacdao completa de todos os constituintes e tempo de anélise de até
3,5 minutos. Estes resultados foram interessantes, pois a resolucao entre
todos os picos adjacentes ocorre em linha base, salvo para o
experimento 16. A diferenca de potencial aplicada e a temperatura ndo
podem ser negligenciadas como fator de otimizagdo, pois muitas
separagfes podem ser alcancadas apenas com a variacdo desses
pardmetros. Entretanto, o objetivo dos experimentos foi avaliar a
influéncia das variaveis na separacdo de todos os aminoacidos em linha
de base, e a modificacdo desses parametros na faixa estudada apresentou
pouca interacdo com as outras variaveis do planejamento. A

concentracdo de H3PO,4 também néo apresentou efeito significativo.
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Desta maneira, os resultados do planejamento avaliados
qualitativamente do fatorial fracionario, indicaram de que as varidveis %
MeOH e concentragdo de SDS causam significativo efeito na separagdo

dos aminoacidos.

3.3 PLANEJAMENTO FATORIAL 3* COM PONTO CENTRAL

O planejamento fatorial fracionério 2v>* realizado foi reduzido
a um planejamento 3% com triplicata no ponto central, tendo sido
retiradas as varidveis concentracdo HsPO, tensdo aplicada e
temperatura. Foram considerados e mantidos fixos, 0s niveis baixos para
concentracdo de H;PO, e tensdo aplicada, 30 mmol LY e 20 kv
(polaridade negativa), e no nivel alto a temperatura, 25 °C. Esta reducéo
visa simplificar a andlise dos resultados e a partir da avaliacdo da
superficie de resposta encontrar o 6timo de separagdo. As variaveis
estudadas no novo planejamento com ponto central para avaliagcdo da
superficie de resposta foram: MeOH (20 — 30%) e concentracdo de SDS
(80 — 100 mmol L™).

Os eletroferogramas obtidos com o planejamento fatorial
completo 3% estdo representados na Figura 2.5.
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Figura 2. 5 - Eletroferogramas correspondentes aos experimentos realizados no

planejamento fatorial 3> com triplicata no ponto central. Ordem de migragao:

Trp; Phe; Hist e Tyr.
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Fonte: o proprio autor.
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3.4 MECANISMO DE SEPARAGAO

O pH no interior do tubo capilar é ditado pelo pH do eletrdlito
de corrida (pH ~ 2), portanto quando a polaridade negativa é aplicada na
extremidade de injecdo, o fluxo eletrosmético migrard na dire¢do do
catodo com mobilidade negligenciavel, ndo interferindo na separacéo
dos analitos. A migracdo dos compostos de estudo foi modulada pela
presenca de micelas anibnicas, portanto, 0s aminoacidos (mesmo
protonados) migram eletroforeticamente em dire¢do ao anodo, com
aplicacdo de polaridade negativa no lado da injecdo. Esses analitos
interagem com a carga negativa da micela, responsavel pela condugéo
dos mesmos até o detector; portanto, quanto maior a interacdo dos
analitos com as micelas anibnicas, maior serd a velocidade

final/aparente de migracdo dos mesmos, na dire¢do do anodo.

A presenca de metanol no eletrolito de corrida foi responsavel
por modificagdes nas propriedades fisico-quimicas do meio, causando
uma diminuicdo ainda mais pronunciada na mobilidade do fluxo
eletrosmotico. J& os analitos terdo seus raios de hidratacdo alterados em
relacdo ao meio aquoso e, poderdo também apresentar uma mudanca em
seu comportamento de dissociacdo. Ainda, a estrutura da micela pode
ser alterada em meio hidro-organico. Assim, tanto os analitos quanto as
fases micelar e aquosa experimentam modificacdes, o que acarreta em

alteracGes nas interacdes entre as micelas e 0s compostos de estudo.

Todos esses fatores somados foram os responsaveis pelas
modificacBes nas mobilidades dos compostos, o que alterou a

seletividade e pode proporcionar a separagdo dos analitos.
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3.5 AVALIAGAO DAS RESPOSTAS E SUPERFICIE DE RESPOSTA

A escolha da funcdo resposta para avaliar 0s experimentos é

uma tarefa dificil em vista da complexidade da matriz e da presenca dos

pares criticos Phe e His.

A resposta para o planejamento fatorial completo 3? com
triplicata no ponto central foi gerada pela razdo entre o produto da
diferenca entre as mobilidades dos pares adjacentes e o tempo de

analise. As varidveis, niveis estudados e respostas geradas estdo

dispostos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial 32 com triplicata no

ponto central e respostas.

Resposta
Experimentos X1 X2
(x 10™)
1 -1 -1 4,82
2 0 -1 5,31
3 1 -1 5,38
4 -1 0 6,01
5 0 0 6,56
6 1 0 6,95

Continua
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Continuagéo

Resposta
Experimentos X1 X2

(x 10™)
7 -1 1 6,96
8 0 1 8,06
9 1 1 8,01
10 0 0 7,85
11 0 0 7,81

X; (metanol %, v/v): (-1): 20; (0): 25; (1): 30.
X, (SDS, mmol L™): (-1): 80; (0): 90; (1): 100. Fonte: o proprio autor.

Considerando a resposta avaliada, ou seja, a razdo do produto
da diferenga entre as mobilidades dos pares adjacentes e o tempo de
analise dos aminoéacidos estudados: quanto maior o valor calculado,
maior a resolucdo entre os picos e menor o tempo de analise; valores
iguais a zero indicam que houve co-migragdo entre pelo menos dois
pares adjacentes (numerador = 0). A avaliacdo qualitativa associada ao
maior valor da resposta permitiu concluir que o experimento 8
apresentou a condigdo que se desejava apesar de ter sido possivel a
separacdo dos quatro aminoacidos em todos os ensaios realizados. Logo,
0 experimento 8 foi considerado o 6timo, pois apresentou o menor
tempo de analise para a separacdo em linha base dos trés pares de picos

adjacentes, com espagamento uniforme e resolucéo acima de 1,5.
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Uma vez implementado o modelo matematico e, verificado que
ndo ha evidéncia de falta de ajuste para 0 modelo no intervalo de
confianca estipulado, a modelagem por superficie de resposta pode ser
implementada (Fig. 2.6).

Figura 2.6 - Gréfico de superficie de resposta do planejamento fatorial 3°

89
=78
67
W56
w45
m3-4
m2-3
ml-2
Q-1

Fonte: o proprio autor, software Excel 2007.
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Pela superficie de resposta infere-se que a resposta tende a ser
maior & medida que percorremos a regido central para o nivel alto da
variavel X; (MeOH) e para um nivel alto e constante da variavel X,
(SDS). A superficie de resposta direciona o Otimo de separacdo
associado a um aumento de concentragdo maior de SDS. Contudo, 0
aumento dessa concentracdo no eletrolito de corrida foi limitada pelo
aumento da condutividade do eletrélito de corrida resultando em valores
de corrente elevados, o que prejudicaria a separacdo pela perda de
estabilidade do sistema, formacéo de bolhas, deformagéo dos picos pelo
desvio da linearidade da lei de Ohm. Sendo, portanto, o eletrélito
otimizado nas condicées: HsPO, 30 mmol L*; SDS 100 mmol L™;
MeOH 25% (v/v).

O estudo envolvendo planejamento fatorial foi de extrema
importancia na escolha dos niveis “6timos” dos fatores estudados, uma
vez que foi possivel variar todos ao mesmo tempo e entender a
importdncia de cada um no sistema. A Figura 2.7 mostra o
eletroferograma dos padrdes de aminoécidos na condi¢ao 6tima indicada

pelo planejamento fatorial.
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Figura 2.7- Eletroferograma dos padrdes de aminoacidos: (1) Trp; (2) Phe; (3)
His; (4) Tyr na concentracdo de 100 mg L™. Eletrélito de corrida: HsPO, 30
mmol L, SDS 100 mmol L™, MeOH 25% (v/v); Condicdes experimentais:
injecdo hidrodindmica, 50 mbar durante 3 s; tensdo, 20 kV; polaridade negativa;

temperatura, 25 °C; comprimento de onda, 200 nm
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Fonte: o proprio autor.

A utilizacdo de um padrdo interno melhora substancialmente a
precisdo dos resultados, minimizando possiveis erros de inje¢do do
equipamento. Conseqlientemente, quando escolhido corretamente,
ocorre uma melhora pronunciada na linearidade do método, o que
compensa possiveis flutuacdes provenientes da composicdo da matriz
(WATZIG; DEGENHARDT e KUNKEL, 2005).
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A escolha do padrdo interno baseou-se principalmente na
semelhanca estrutural com os compostos de estudo, consequentemente,
na semelhanc¢a da mobilidade eletroforética; e na auséncia do mesmo na
matriz estudada. Foram avaliados como possibilidade de escolha como
padrdo interno os compostos sintéticos: acido difenilacético; acido 3,5-

dihidroxibenzdico e salbutamol.

Os resultados indicaram que o é&cido 3,5 dinitrobenzéico
mostrou-se adequado como padrdo interno, pois apesar de aumentar o
tempo de andlise entre todos os compostos avaliados foi o (nico que nao

co-migrou com 0s outros analitos.

O método proposto foi aplicado a uma amostra de cereal (flocos
de milho, arroz e trigo) apés hidrélise &cida (HCI 5,7 mol L™/105 °C/24
h) do mesmo (Fig. 2.8).

Figura 2.8 - Eletroferograma de uma amostra de cereal a base de milho, arroz e

trigo hidrolisada. Para condi¢Ges experimentais consultar Fig. 2.7
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Fonte: o proprio autor.
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O eletroferograma da amostra de cereal analisada ilustra a
potencialidade do método desenvolvido para determinacao de
fenilalanina em amostras hidrolisadas de cereais, uma vez que ndo foi
detectada a presenca de interferentes que pudessem prejudicar a sua
quantificacdo. O tempo de analise alcangado foi satisfatorio e permitira

uma alta frequéncia analitica quando explorado para esse tipo de analise.
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os planejamentos utilizados durante a otimizacdo do método de
separacdo dos aminodcidos, fatorial central e completo, determinaram
quais fatores apresentavam efeitos relevantes na resposta e, também,
como o efeito de um fator variou com os niveis dos outros fatores. Além
disso, permitiu estabelecer e quantificar as correlacbes entre 0s
diferentes fatores. Diante do exposto, verificou-se que sem 0 uso dos
planejamentos fatoriais, importantes interacdes entre fatores poderiam
ndo ter sido detectadas e a otimizagdo maxima do sistema poderia levar
mais tempo para ser alcancgada e estaria baseada na tentativa e erro. Isto
foi evidenciado neste trabalho, confirmando que os sistemas
multivariados, fundamentados em  planejamento  fatorial de
experimentos, permitem viabilizar o reconhecimento de condi¢Ges de

6timo verdadeiro a partir de um reduzido nimero de experimentos.
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CAPITULO 3: Validagdo de método intralaboratorial para
determinacdo de fenilalanina, triptofano, tirosina e histidina em

cereais por cromatografia eletrocinética micelar

1. INTRODUCAO
1.1VALIDACAO ANALITICA

A validag@o de métodos analiticos é o processo de determinagdo
de um requisito analitico e de confirmacdo de que o método estudado
possui capacidade de desempenho consistente com o0s requisitos de
aplicacdo, incluindo a determinacdo dos parametros de desempenho e
das limitacGes de um método, estabelecendo quais influéncias podem
altera-lo e demonstrando que o método é adequado para uso
(EURACHEM, 1993; BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998;
MAC NEIL; PATTERSON; MARTZ, 2000).

O laboratério deve validar os métodos normalizados que sdo
utilizados fora dos escopos para os quais foram concebidos, ampliados
ou modificados; métodos ndo normalizados; e métodos criados ou
desenvolvidos pelos laboratorios (INMETRO, 2010; ABNT, 2005).

Métodos analiticos confiaveis sdo necessarios para a avaliacdo
da conformidade dos produtos com as regulamentagGes nacionais e
internacionais em todas as areas de analise. A validacdo de métodos &,
por isso, um componente essencial das medidas que um laboratério deve
implementar para que ele produza dados analiticos confiaveis
(THOMPSON et al., 2002).

Os estudos de validacdo devem ser representativos, cobrir as

faixas de concentracdo e abranger os diferentes tipos de amostras dentro



108

do escopo do método (THOMPSON et al., 2002). E imprescindivel que
no processo de validagdo os estudos para determinacdo dos parametros
de desempenho sejam realizados utilizando equipamentos dentro das
especificacdes, em boas condicdes de trabalho e adequadamente
calibrados. Da mesma forma, o analista envolvido nos estudos deve ser
competente na area em questdo e ter conhecimento suficiente para ser
capaz de tomar decisGes apropriadas a partir de suas observagdes
(EURACHEM, 1998; INMETRO, 2010).

Validagdes intralaboratoriais correspondem a estudos analiticos
gue envolvem um Gnico laboratério, utilizando o mesmo método, para
analisar a mesma ou diferentes matrizes (EC, 2002). Este procedimento
de validagdo tem sido internacionalmente aceito, uma vez que existem
diversos protocolos oficiais, entre eles: AOAC (1998 b); EURACHEM
(1998); EC (2002); ISO e IUPAC (THOMPSON, ELLISON & WOOD,
2002); INMETRO (2003) e ANVISA (2012).

Os parametros de desempenho tipicos na validacdo
intralaboratorial a serem estudados em um determinado protocolo séo:
aplicabilidade, seletividade, linearidade da curva de calibracao, faixa de
trabalho, efeitos de matriz, exatiddo, precisdo, limites de deteccdo e
quantificacdo, sensibilidade e robustez. Estes pardmetros variam de
acordo com a técnica analitica empregada ou com o protocolo de
validacdo a ser seguido. No Brasil os 6rgdos que regulamentam a
validacdo dos métodos sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e
Qualidade Instrumental (INMETRO) (RIBEIRO et al., 2008).

Neste trabalho, foram avaliados os pardmetros adotados pela

EURACHEM (1998), em que a metodologia sera considerada validada a
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partir da verificagdo de pardmetros recomendados por este 6rgdo, a
saber: faixa de trabalho e faixa linear; confirmacdo de identidade,
especificidade e seletividade; repetitividade; precisdo intermedidria,
reprodutibilidade intralaboratorial; recuperacdo; limite de deteccéo;
limite de quantificagdo; exatiddo; precisdo e robustez (EURACHEM,
1998).
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2. VALIDACAO
2.1 LINEARIDADE E FAIXA LINEAR

A linearidade trata-se da capacidade de um método analitico de
produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a concentragéo
do analito, em uma dada faixa de concentracdo. A linearidade é expressa
através da correlacdo entre o sinal medido (pelo equipamento) e a massa
ou concentracdo da substancia a ser quantificada (RIBANI et al., 2004).
O ideal é que a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentracdo
seja linear, mas néo é obrigatorio, o importante é haver repetitividade da
curva em dias diferentes (EURACHEM, 1998).

Os experimentos descritos para avaliagdo da linearidade
envolvem preparo de curvas com ou sem matriz, em sua maioria com
cinco a seis niveis de concentra¢do, e com um minimo de duas a sete
replicatas independentes por nivel. Os niveis de concentracdo devem ser
equidistantes ao longo da faixa estudada e cada nivel deve corresponder
a uma solucdo padrdo preparada de forma independente, desaconselhado
0 preparo das solugdes por diluicBes sucessivas (ISSO, 1996;
THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; BRUCE; MINKKINEN;
RIEKKOLA, 1998; EURACHEM, 1998; INMETRO, 2003).

Também é recomendado que as medidas sejam realizadas de
forma aleatéria para garantir a independéncia dos resultados
(THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

Alguns autores recomendam a avaliagdo do coeficiente de
correlagdo como indicador de linearidade (ICH, 1996; BRUCE;
MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; EURACHEM, 1998; INMETRO,
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2003), mas 0 método dos minimos quadrados ordinarios (MMQOQO) &
consenso entre os protocolos para avaliacdo da linearidade, assim como
a estimativa dos pardmetros e dos residuos da regressdo, além da
inspecdo visual do gréfico de x-y e do gréfico de residuos da regressdo
(1SO, 1996; AOAC, 1998 b; BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA,
1998; EURACHEM, 1998; INMETRO, 2003; ICH, 1996).

Embora a inspecdo visual dos graficos seja propensa a erros de
interpretacdo, podem ser bastante informativos para identificacdo de
valores extremos e pontos de dispersos, chamado outliers, ou seja,
pontos distantes dos demais pontos ao longo do eixo X, que afetam
diretamente as estimativas dos pardmetros da equacdo da curva de
calibracdo (BURKE, 2001; MEIER & ZUND, 1993; ISO, 1996).
Estatisticas mais formais de diagnésticos como as baseadas no calculo
do residuo padronizado, residuo studentizado, distancia de Cook,
residuo padronizado Jacknife e teste de Grubbs, por exemplo, sdo Uteis
para a exclusdo de valores extremos, que podem ser excluidos num
méaximo de 22,2% do ndmero original de resultados (ARMITAGE &
BARRY, 1994; BARRET & LEWIS, 1994; HORWITZ, 1995).

Existem aproximadamente 40 testes para avaliar a distribuicéo
normal de uma variavel, desde testes graficos que incluem histogramas e
graficos de normalidade, a testes estatisticos que abrangem testes de
hipotese, como Kolmogorov-Smirnov, Anderson-Darling, Shapiro-
Wilk, entre outros (D’AGOSTINO & STEPHENS, 1986; DANSCHKE
& HENZE, 1989). O teste de Kolmogorov-Smirnov é utilizado para
amostras grandes (n>30) e propde um teste de normalidade baseado na

correlacdo linear entre as estatisticas observadas ordenadas e os valores
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esperados de uma distribuicdo normal, em uma tabela de valores criticos
(MONTGOMERY & RUNGER, 1994).

Além da possibilidade da verificagdo da homescedasticidade
pela inspecdo visual dos graficos de regressdo de residuos
(THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; BRUCE; MINKKINEN;
RIEKKOLA, 1998; EURACHEM, 1998), ha varios testes formais
possiveis para a avaliacdo da homogeneidade das variancias, como 0s
testes de Cochran, Levene, Bartlett, entre outros (BURKE, 2001;
LEVENE, 1960; DANZER & CURRIE, 1998). O teste de Bartlett
permite que o nimero de replicatas seja igual ou desigual (DANZER &
CURRIE, 1998).

Se houver heteroscedasticidade, é possivel criar uma variavel
transformadora e testd-la novamente para a homogeneidade das
variancias (JUNKEIRA; SOUZA; GINN, 2005).

Uma correlacdo seriada dos residuos da regressdo é chamada
autocorrelacdo e pode subestimar a estimativa da variancia da regressao
e 0s intervalos de confianca (JUNKEIRA; SOUZA; GINN, 2005). Em
testes de hipdteses, pode levar a inferéncias equivocadas, indicando
falsa significancia dos regressores (DRAPER & SMITH, 1998). O teste
de Durbin-Watson, avalia a aleatoriedade dos residuos da regressao,
sendo frequentemente aplicado para determinar autocorrelagdo de
primeira ordem (DURBIN-WATSON, 1951; DRAPER & SMITH,
1998). No caso de dados autocorrelacionados, sdo recomendadas
transformaces dos dados (JUNQUEIRA; SOUZA; GINN, 2005).

Os coeficientes de determinagdo e correlagdo apesar de serem

amplamente recomendados como indicador de linearidade (ICH, 1996;
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BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; EURACHEM, 1998;
INMETRO, 2003), ndo séo adequados para este propdésito, pois indicam
apenas 0 grau de ajuste dos dados a curva, independentemente do
modelo (JUNKEIRA; SOUZA; GINN, 2005; BURKE, 2001).

2.2 EFEITOS DE MATRIZ

Efeito de matriz € um estudo de seletividade que objetiva
averiguar possiveis interferéncias causadas por elementos diversos que
compfem a matriz amostral. O efeito de matriz pode causar alteragdes
na analise, como mascaramento do pico do analito de interesse, gerando
um resultado falso negativo e componentes da matriz podem ser
erroneamente identificados como o analito de interesse (THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002).

Os estudos de efeito de matriz sdo realizados com o preparo de
curvas de calibracdo simples em solventes apropriados e com adicdo do
analito em matriz isenta ou através da adi¢do de niveis de padrdo
conhecido na prépria matriz (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA,
1998; INMETRO, 2003). Frente a dificuldade de se encontrar matrizes
isentas, principalmente em alimentos, pode-se fazer uso de uma
solucdo eletrolitica, ou seja, uma solu¢do que simula caracteristicas da
matriz e adicionar concentra¢bes conhecidas do analito (CAVAZZA et
al., 2010).

Para avaliar o entdo efeito de matriz, o teste F (Ficher-
Snedecor), é recomendado para verificar se as variancias dos ensaios

realizados na matriz e em solugcdo aquosa, podem ser consideradas
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estatisticamente iguais, em cada nivel de concentragéo estudado, quando
os graus de liberdade sdo iguais ou diferentes para as distribuicdes. Este
teste tem a vantagem de envolver todos os niveis de concentracdo
estudados, porém, € necessario a verificacdo das premissas, quanto a
normalidade e a homogeneidade das variancias (THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002).

2.3 SELETIVIDADE

A seletividade define a capacidade do método em detectar o
analito de interesse na presenga de outros componentes que podem
interferir em matrizes complexas, avaliando o grau de interferéncia de
espécies com outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos
de degradagdo, bem como outros compostos de propriedades similares
gue possam estar porventura, presentes na matriz. A seletividade garante
que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse
(VESSMAN et al., 2001; EURACHEM, 1998).

2.4 EXATIDAO

A exatiddo de um método é definida como sendo a
concordéncia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia
aceito como convencionalmente verdadeiro. Os processos normalmente
utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo, entre outros: uso de
materiais de referéncia, comparagdes interlaboratoriais e realizacdo de
ensaios de recuperagdo e adi¢do de padrdo (THOMPSON, ELLISON &
WOOD, 2002).
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Na éarea de alimentos, materiais de referéncia certificados s&o
escassos e dispendiosos, principalmente devido as dificuldades no
preparo, homogeneizacdo e garantia de estabilidade durante
armazenamento. Quando ndo existe este tipo de material, uma amostra
branca da matriz de interesse ou a prépria matriz pode ser adicionada de
quantidades conhecidas de analito na forma de material puro, para
ensaios de recuperacdo aparente (AOAC, 1998 b; BRUCE;
MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; INMETRO, 2003; THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002; EURACHEM, 1998; EC, 2002). Na
maioria das vezes, amostras adicionadas ndo representam fielmente a
forma na qual o analito se encontra na matriz, fornecendo uma
impressdo pouco realista de eficiéncia dos processos de extracdo
(EURACHEM, 1998). Em decorréncia disto, recuperacdes aparentes
satisfatorias em amostras adicionadas ndo sao garantia de exatiddo, mas
recuperacdes aparentes insatisfatorias sdo indicativos de falta de
exatiddo (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

Ensaios das mesmas amostras pelo método em validagdo e por
outro método de referéncia também sdo utilizados para avaliacdo da
exatiddo (AOAC, 1998; BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998;
INMETRO, 2003; THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002;
EURACHEM, 1998; EC, 2002).

2.5 PRECISAO

A precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo dos

resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma
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amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas
(INMETRO, 2007).

Precisdo é dependente da concentra¢do do analito, devendo ser
determinada para diferentes concentracdes. Na literatura sobre validacéo
intralaboratorial de métodos, um minimo de trés niveis de concentragéo,
com trés a dez replicatas por nivel é recomendado (BRUCE;
MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; INMETRO, 2003; EC, 2002). Para
EURACHEM (1998), um minimo de seis concentragbes com dez
replicatas independentes para cada nivel é recomendado. As trés formas
mais comuns de expressa-la, sdo por meio da repetitividade, precisdo
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo
desvio padrdo e coeficiente de variagio (EURACHEM, 1998;
INMETRO, 2010).

A repetitividade avalia a variabilidade encontrada quando
resultados independentes sdo obtidos utilizando o mesmo método, em
um mesmo laboratério, com o mesmo analista, usando o0 mesmo
equipamento em um curto intervalo de tempo. A reprodutibilidade
representa a variabilidade encontrada quando resultados sdo obtidos
utilizando o mesmo método, em laboratérios diferentes, com diferentes
analistas e usando equipamentos diferentes. A precisdo intermediaria
refere-se & preciséo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas
ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas
definindo exatamente quais as condi¢des a variar, tais como: diferentes
analistas; diferentes equipamentos ou diferentes tempos (EURACHEM,
1998; INMETRO, 2010; THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).
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2.6 LIMITES DE DETECCAO

O limite de detec¢do (LD) representa a menor concentracdo da
substancia em estudo que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
guantificada. O LD pode ser calculado de trés formas: (RIBANI et al.,
2004):

i) Método visual: o LD € determinado através da comparacgdo da
adicdo de baixas concentracdes conhecidas do analito, de tal
modo que se possa determinar o menor nivel em que o analito

realmente pode ser detectado, distinguido-o do ruido.

ii) Método da relagdo sinal/ruido: o LD é determinado através
da comparagdo entre a medicdo dos sinais de amostras com
baixas concentracdes conhecidas do analito na matriz e um
branco da amostra. Assim, é estabelecida uma concentracdo
minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A
relacdo sinal/ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, proporgdes

geralmente aceitas como estimativas do limite de detecgéo.

iii) Método baseado em parametros da curva analitica: o LD é
determinado através de parametros da curva analitica de acordo

com a equacao:

LOD = 313x§ 1)

onde, s é a estimativa do desvio padrdo da resposta do
coeficiente linear da equacédo da reta da curva analiticae S é a
inclinagdo ou coeficiente angular da equacdo da reta da curva

analitica.
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Segundo 0 EURACHEM, dez amostras brancas independentes
devem ser fortificadas com concentragdes baixas confiaveis do anatito
em estudo, e os resultados devem ser expressos como trés vezes o
desvio padrdo (EURACHEM, 1998).

2.7 LIMITES DE QUANTIFICACAO

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do
analito que pode ser quantificada com um nivel aceitavel de precisédo e
exatiddo. Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, s6
que desta vez, utilizando a relacdo sinal/ruido de 10:1. O LQ pode ser
calculado utilizando o método visual, a relacdo sinal-ruido ou o método

baseado em pardmetros da curva analitica, de acordo com a Equagao 2:

LOQ = 'lﬂxi )

onde, s é a estimativa do desvio padrao da resposta do coeficiente linear
da equacéo da reta da curva analitica e S é a inclinacdo ou coeficiente

angular da equacéo da reta da curva analitica.

2.8 ROBUSTEZ

A robustez de um procedimento analitico é uma medida da sua
capacidade de permanecer inalterado por pequenas, mas deliberadas
variagdes dos pardmetros do método e fornece uma indicacdo da sua
seguranca durante o uso normal (EURACHEM, 1998; INMETRO,
2010).
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De acordo com o INMETRO, a robustez de um método avalia a
sensibilidade que este apresenta frente a pequenas variacdes e, para
determina-la recomenda-se o teste de Youden, que permite ndo apenas
avaliar a robustez do método, como também ordenar a influéncia de
cada um dos parametros analiticos nos resultados finais. A ideia
principal do teste ndo é avaliar a alteragdo de um pardmetro
individualmente, mas introduzir varias alteracdes nas condicdes
analiticas ao mesmo tempo, de maneira que o efeito de cada alteracéo
individual possa ser avaliado no final (YOUDEN & STEINER, 1975;
INMETRO, 2003).

Os testes de robustez servem para indicar os fatores que podem
influenciar significantemente a resposta do método estudado. Tal fato
fornece a dimenséo do problema que ocorre quando 0 método é repetido
em diferentes condi¢bes ou € transferido, por exemplo, para outro
laboratério (CESAR; PIANETT]I, 2009).

Esse estudo teve como objetivo a validacdo analitica
intralaboratorial para o método proposto para determinagdo de
fenilalanina em amostras de cereais. Os aminoacidos Tyr, His e Trp
também foram avaliados durante o procedimento de validagdo, uma vez
gue sdo passiveis de serem detectados nas amostras. Os procedimentos
de desempenho do método foram estabelecidos por procedimentos
intralaboratoriais propostos pelo protocolo do EURACHEM(1998),
sendo avaliados os pardmetros: seletividade, linearidade, efeito do dia,
efeito de matriz, exatiddo, precisdo, LD e LQ. A adequacdo para uso do
método foi avaliada em funcéo dos pardmetros estudados e respectivos
critérios de aceitabilidade definidos (THOMPSON et al., 2002; SOUZA
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& JUNQUEIRA, 2005; SOUZA, 2007, EURACHEM, 1998;
INMETRO, 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 AMOSTRAS

As amostras foram adquiridas no comércio local da cidade de
Floriandpolis, SC. Foram analisados 5 tipos de cereais, produzidos por
quatro fabricantes nacionais. As amostras foram moidas, tamisadas em
peneira de malha de 0,25 mm e armazenadas em frascos herméticos ao
abrigo da luz até sua utilizagdo. A tomada de amostra para o
procedimento de hidrdlise foi realizada criteriosamente e de forma
homogénea, devido a tendéncia dos grédos de aclcar se depositarem no

fundo das embalagens.

O Quadro 1 mostra a composicdo dos cereais analisados e suas

respectivas denominagdes utilizadas durante a discusséo dos resultados.
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Quadro 1 - Composicéo dos cereais utilizados nos experimentos.

AMOSTRA

INGREDIENTES

A

Cereal a base de trigo integral, arroz e
milho.

B

Cereal a base de flakes, maltes e
passas.

C

Cereal & base de farinha de trigo.

Continua

Trigo integral, arroz, milho, agUcar,
farelo de trigo, sal, extrato de malte,
sais minerais e vitaminas, xarope de
glicose, estabilizantes mono e
diglicerideos de &cidos graxos e
fosfato trissodico, agente de firmeza
fosfato tricdlcio e antioxidante
tocoferol.*

Aveia integral laminada, malte de
cereais, flocos de cereais sem agucar,
flocos de milho sem acucar, flocos de
arroz sem acucar, fibra de trigo, uvas
passas, 6leo de milho, aroma idéntico
ao natural de baunilha. Contém
gliten.

Farinha de trigo enriquecida com
ferro e acido félico, aglcar, leite em
pé integral, vitaminas e minerais, sal
e aromatizante. Contém gluten.
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INGREDIENTES

D

Granola diet

E

Cereal a base de trigo

Aveia em flocos, maltitol, fibra e
gérmen de trigo, mix de flocos (trigo,
arroz, aveia, milho e cevada),uva
passa, flocos de milho, castanhas
(caju e pard), maltodextrina, 6leo
vegetal, macd desidratada, gergelim,
goma acacia, aromas naturais.
Contém gluten. Pode conter tracos de
soja.

Farelo de trigo, acucar, extrato de
malte, sal, difosfato de céalcio di-
hidratado, acido ascorbico,
niacinamida, ferro reduzido, 6xido de
zinco, cloridrato de piridoxina,
riboflavina, mononitrato de tiamina,
palmitato de retinol, &cido fdlico,
cobalamina.

NOTA: Informages de composigao fornecidas pelo fabricante. Fonte: o préprio

autor. *Contém Gluten. Contém tracos de leite.

3.2 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Padroes dos L-aminoacidos Phe (>99%), Tyr (98%), His
(>99%), e Trp (>99%) adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, CO,

E.U.A.) foram utilizados como padrdes analiticos de alto grau de pureza,

durante as andlises, pois,

apesar deste trabalho contemplar a

determinacdo de fenilalanina, os outros aminoacidos supracitados

poderiam causar interferéncia no método desenvolvido utilizando CE, e,
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portanto foi de grande importancia para avaliacdo da seletividade e

especificidade da metodologia proposta.

Outros reagentes utilizados durante os experimentos: NaOH
PA, HCI PA (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); HsPO, (Merck, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil); acido 3,5 dinitrobenzdico e metanol (99,9%)
(Sigma Aldrich, St. Louis, CO, E.U.A.); e dodecilsulfato de sddio (SDS)
adquirido da Bio Agency Laboratérios (Sdo Paulo, SP, Brasil).

3.3 SOLUCOES

As soluces estoque de Phe, Tyr, His e Trp foram preparadas
isoladamente pela dissolucdo de 10 + 0,8 mg do padrdo em 10 mL de
agua desionizada (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Nas
solucdes de histidina e tirosina foi necessario acidificar o meio para um
aumento da solubilidade desses compostos. Estas solugdes foram
armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C, até o momento do ensaio, e
preparadas de acordo com a necessidade de cada procedimento

experimental.

Padréo de acido 3,5 dinitrobenzéico foi utilizado como padrao
interno. A concentracdo da solucdo estoque foi de 1000 mg L™,
preparada em metanol. Nas solugdes padrfes e amostras a serem
analisadas a concentracdo final e constante do padrao interno foi de 25

mg L™

O preparo dos eletrélitos de corridas utilizados, tanto durante os

planejamentos fatoriais quanto para a condicdo definitiva de separacéo,
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foram preparados a partir de solucdes estoque de HsPO, 100 mmol L™ e
SDS 400 mmol L™,

Solugdo de NaOH 1 mol L™ e 50% foram utilizados para o
condicionamento inicial do capilar utilizado no equipamento de
eletroforese capilar e para a destilagdo das proteinas pelo método
Kjeldahl, respectivamente, sem a necessidade de padronizacdo dessas
solucdes.

Solugéo de HCI 5,7 mol L™ foi utilizada para a hidrélise 4cida
durante o preparo das amostras.

3.4 HIDROLISE ACIDA

As amostras de cereais foram submetidas & hidrélise de acordo
com metodologia proposta por Carreira et al. (2009) adaptado. Para 0s
experimentos foram pesados em balanca analitica eletronica 0,5 £ 0,1 g
das amostras em tubos de borossilicato de 0,5 cm de didmetro com
tampa, e submetidas a vapor acido (HCI 5,7 mol L™) para liberacdo dos
aminoacidos. Os frascos foram fechados e levados para hidrélise a
110°C em estufa com controle de temperatura, por 24 h. O material
presente nos tubos foi transferido para baldo de vidro com capacidade
para 25 mL e reconstituido com agua desionizada. Aliquotas de 10 mL
das amostras hidrolisadas, devidamente homogeneizadas e sonicadas,
foram transferidas para tubos plasticos tipo falcon com capacidade para
15 mL e centrifugadas a 4 000 rpm. Desta solucdo hidrolisada foi

retirada uma aliquota que foi diluida (1:4, v/v) com uma solucdo aquosa
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contendo o padrdo interno na concentracdo final de 25 mg L™ e

submetidas a analise no equipamento de eletroforese capilar.

3.5 EQUIPAMENTOS E CONDICOES EXPERIMENTAIS
3.5.1 Eletroforese capilar

Os procedimentos analiticos foram realizados em equipamento
de eletroforese capilar da marca Agilent Technologies modelo Agilent
7100 (Palo Alto, CA, E.U.A)), equipado com detector de arranjo de
diodos (DAD, do inglés diode array) e sistema de refrigeragdo do
capilar por circulacdo de ar. O software (HP ChemStation, rev A.06.01)

foi utilizado para tratamento e aquisicéo de dados.

3.5.2 Condigao experimental

Os capilares utilizados sdo de silica fundida (Polymicro
Technology, Phoenix, AZ, E.U.A), revestidos externamente com
poliimida, com 50 um de didmetro interno, 48,5 cm de comprimento
total e 8,5 cm até o detector. As lavagens de condicionamento inicial do
capilar, com pressdo de aproximadamente 940 mbar, foram realizadas
diariamente com 15 min de hidréxido de sédio 1,0 mol L™, 15 min de
agua desionizada e 15 min de eletrélito de corrida. No intervalo entre
corridas o capilar foi recondicionado com lavagens de 60 segundos com
eletrolito de corrida, e no término das analises 10 min de hidréxido de
sodio e 10 min &gua foram suficientes para a limpeza do capilar,

armazenado com as extremidades imersas em &gua desionizada.
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A injecdo das solugdes padrdo e amostras foram realizadas pelo
outlet (extremidade do capilar mais proxima do detector), injecdo
hidrodinamica com presséo de 50 mbar por 3 segundos. A separagao dos
analitos transcorreu com tensdo aplicada de 20 kV, com polaridade
negativa na extremidade da injecdo, em tempo inferior a 2,5 minutos. O
monitoramento dos sinais e do espectro no UV foi efetuado em 200 nm.
A aquisicdo e tratamento dos eletroferogramas foram realizados pelo

software HP Chemstation.

O eletrolito de corrida foi preparado diariamente para as
analises, e constituido por 30 mmol L™ de H3PO,, 100 mmol L™ de SDS

e 25% de metanol.

3.5.3 Método comparativo usando LC-MS/MS

As amostras de cereais foram preparadas conforme descrito
anteriormente e antes da injecdo no LC-MS/MS foram filtradas em
filtros de membrana de 0,45 pm (Millex, Milipore, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e diluidas com agua desionizada (amostras injetadas com fator de
diluicdo de 100 vezes). As amostras foram preparadas em triplicata e
injetadas em duplicata. O método usando LC-MS/MS foi realizado em
um cromatografo liquido de alta eficiéncia modelo 1200 Series da marca
Agilent Technologies (Germany). As separagdes foram feitas utilizando
uma coluna SeQuant™ ZIC®-HILIC (150 mm de comprimento; 2,1 mm
de didmetro interno; 3,5 um de tamanho de particula) da marca Merck
(Darmstadt, Germany). A separacdo dos aminoacidos foi feita no modo
gradiente usando os solventes A (metanol 95%:5% &gua) e B (agua +

acido formico 0,1%) de acordo com as seguintes etapas: 0 min - 70%
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solvente A, 9 min - 40% solvente A (gradiente linear), 13 min - 70%
solvente A (gradiente linear). Condicionamento antes da injecdo 4 min
(solvente A 70%). A vazdo da fase mével foi de 100 puL min™. O
volume de inje¢do das amostras e padrbes foi 2 pL. A temperatura da
coluna foi fixada em 30 °C. O sistema cromatogréfico foi acoplado a um
espectrdmetro de massas hibrido constituido de um triploquadrupolo e
ion trap linear, modelo Q Trap 3200 da Applied Biosystems (Concord,
Canada). O software Analyst versdo 1.5.1 foi usado para controlar o LC-
MS/MS e fazer o tratamento dos dados obtidos nas anélises. Os
experimentos foram realizados usando a fonte TurbolonSpray™
(electrospray-ESI) no modo ion positivo. A agulha do capilar foi
mantida a 5500 V. Alguns dos parametros do espectrdmetro de massas:
curtain gas, 10 psi; temperatura, 350 °C; gas 1, 45 psi; gas 2, 45 psi; gas
da dissocia¢do induzida por colisio (CAD, do inglés “Collisionally
Activated Dissociation”), médio. Outros parametros para 0 cone e
energia da célula de colisdo estdo listados na Tabela 3.1. Os
aminoacidos foram monitorados e quantificados usando monitoramento
de reacdes miultiplas (MRM, do inglés “Multiple Reaction
Monitoring ). A otimizacao dos parametros do espectrdmetro de massas
foi realizada por infusdo direta de solugdo aquosa contendo os analitos

de interesse.
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Parametro Aminoacidos

Phe Tyr Trp His
fon precursor (m/z) 166,14 182,15 205,16 156,10
fon quantitativo 120,10 136,10 146,10 110,10
DP* 21,0 21,0 16,0 21,0
EP* 5,0 5,0 6,5 8,0
CEP* 10,0 10,0 12,0 10,0
CE* 15,0 15,0 19,0 17,0
CXP* 4,0 4,0 4,0 4,0

* DP- Declustering Potential; EP- Entrance Potential; CEP- Collision Cell

Entrance Potential; CE- Collision Energy; CXP- Collision Cell Exit Potential.

Fonte: o proprio autor.

3.6 OUTROS EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E PROGRAMAS

UTILIZADOS

Foram utilizados sonicador da marca Unique, modelo Ultra

Cleaner 1400A (Séo Paulo, SP, Brasil); centrifugas da marca Centribio

(Séo Paulo, SP, Brasil) e Fanem (modelo Excelsa 3, Sdo Paulo, SP,

Brasil), estufa de esterilizagcdo e secagem modelo SP400 (Labor, S&o
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Paulo, SP, Brasil), destilador de nitrogénio modelo TE-036/1 (Tecnal,
S&o Paulo, SP, Brasil), bloco digestor modelo TE-8150 (Tecnal, Sao
Paulo, SP, Brasil), balanca analitica AB204-SRS (Mettler Toledo, Séo
Paulo, SP, Brasil) e micropipetas de volume variavel da marca Labmate

(Séo Paulo, Brasil).

BalGes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 250 mL, tubos
plasticos com capacidade para 15 mL; tubos de borossilicato com 0,5
cm de D.l., seringas plasticas, filtros de membrana 0,45 pm também

foram utilizados.

Para o tratamento estatistico foram utilizados os programas:
Excel 2007, Minitab 15 e Statistica.

3.7 DETERMINACAO DE UMIDADE

A umidade foi determinada de acordo com o0 método
gravimétrico descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2005), por secagem

em estufa a 105 °C durante 4 horas.

3.8 DETERMINACAO DE NITROGENIO TOTAL PELO METODO
KJELDAHL

A determinacdo da concentracdo de nitrogénio total foi
realizada de acordo o método de Kjeldahl modificado (AOAC, 991.20,
1995) e o resultado multiplicado pelo fator de conversdo (Fc)
nitrogénio: proteina, estabelecido pela Legislacdo Brasileira (Resolucédo
RDC n. 360 de 23 de dezembro de 2003), para o cereal analisado
(ANVISA, 2003).
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3.9 VALIDAGCAO ANALITICA

Os procedimentos de desempenho do método foram
estabelecidos por procedimentos intralaboratoriais propostos pelo
protocolo do EURACHEM (1998).

Os parametros seletividade, linearidade, efeito do dia, efeito de
matriz, exatiddo, precisdo, LD e LQ, foram estabelecidos em ensaios
com solugdes padrédo, solucdes eletroliticas e amostras adicionadas dos
padrGes de L-aminoacidos. A adequacdo para uso do método foi
avaliada em funcdo dos pardmetros estudados e respectivos critérios de
aceitabilidade definidos (THOMPSON et al., 2002; SOUZA &
JUNQUEIRA, 2005; SOUZA, 2007; EURACHEM, 1998; INMETRO,
2010).

3.9.1 Linearidade

As solucdes estoque (SE;) dos quatro L-aminoacidos foram
preparadas independentes pesando-se 10,0 + 0,8 mg em baldo
volumétrico de 10 mL, e a dissolucido de cada padrdo sélido foi em
agua. As solugdes foram armazenadas em frasco ambar e estocadas a 4
°C.

Devido o alto custo dos padrfes e a quantidade disponivel, as
solugdes utilizadas na curva de calibragdo foram preparadas a partir das
mesmas solugBes estoque (SE;), portanto foram preparadas sete
solucdes estoque (SE,) para a construcdo da curva de calibragdo. Ao

total, foram 7 prepara¢Bes para cada uma dos sete niveis da curva de
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calibracdo que foram injetados aleatoriamente, para minimizar possiveis
erros. As solugbes citadas aqui foram utilizadas somente para a
construcdo das curvas de calibragdo, as utilizadas para o estudo de efeito
de matriz e recuperacdo foram preparadas no dia do respectivo
experimento. As faixas de concentragdo das solugdes nos pools da curva
de calibracdo estdo indicadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Concentragdes das curvas de calibragéo.

L-aa Concentragdes (mg L™)

Trp 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5
Phe 10,1 15,2 20,2 25,2 30,3 35,4 40,4
His 10,8 16,2 21,6 27,0 32,4 37,8 43,2
Tyr 2,6 53 8,0 10,6 13,2 15,9 18,6

Fonte: o proprio autor.

Os parametros das curvas foram estimados pelo método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO) aplicado ao modelo Y; = a +
bX;, em que Y; representa a razdo das areas analito/padrdo interno, X; as
concentragbes dos padrdes dos analitos, a e b estimativas dos
parametros da equacdo. Foram construidos graficos de residuos da
regressdo (Y; = a + bX;j) para investigacdo de heteroscedasticidade ou
desvio de linearidade. Os outliers sdo pontos extremos que poderiam

influenciar na regressdo, e foram diagnosticados pelo teste de Grubbs,
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que foi aplicado sucessivamente até que novos outliers ndo fossem
detectados ou até a exclusdo maxima de 22,2% de resultados. Foram
verificadas premissas de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov),
homoscedasticidade (teste de Bartlett), independéncia dos residuos (teste
de Durbin-Watson), significancia da regressdo e adequacdo do ajuste ao

modelo linear (testes F de Snedecor).

3.9.2 Efeito de matriz

Devido a falta de disponibilidade de uma matriz isenta dos
aminoacidos em estudo, o efeito de matriz foi avaliado a partir da
construcdo de curvas de calibragdo preparadas em uma solucdo
contendo a mesma concentracdo final de HCI das amostras
(aproximadamente 0,2 mol L), como uma forma de mimetizar a matriz
ap6s o procedimento de hidrdlise &cida, essa mesma solucdo foi
denominada “solugdo eletrolitica”. As concentra¢des foram as mesmas
indicadas para a curva em solvente na Tabela 3.2. Foram analisadas 7
réplicas dos 7 niveis e injetadas aleatoriamente. Os parametros das
curvas em solucdo eletrolitica foram estimados de forma similar ao da

faixa linear.

3.9.3 Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela avaliagdo da
pureza espectral dos picos dos aminoacidos obtidos em eletroferogramas
de solugdes padrdo e amostra, com auxilio do detector DAD. Foram

analisadas amostras adicionadas de padréo e amostras brancas, além da
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avaliacdo da capacidade de identificacdo do analito de interesse na
presenca de interferentes. Foram observadas as resolugdes dos picos das
substancias, a capacidade do método de detectar e quantificar todos os
L-aminoacidos testados e a auséncia de interferentes nos tempos de
migracdo dos analitos estudados (INMETRO, 2010).

3.9.4 Precisdo

A precisdo intra-ensaio e inter-ensaio foram determinadas para
todos os niveis de concentracdo da curva em solvente para os L-
aminoacidos, e cada nivel foi preparado em 10 réplicas de solucbes
independentes de padrdes e injetados aleatoriamente. Foram avaliados o
desvio padréo relativo para a razdo area do pico (padrdo/padrao interno)

e para a razdo tempo de migragdo (padrdo/padrdo interno).

3.9.5 Exatidéo

A exatiddo foi avaliada por ensaio de recuperacdo em que
guantidades conhecidas de cada L-aminoacido foram preparados em
HCI 5,7 mol L™ e adicionadas as matrizes antes da hidrolise. As
concentracBes adicionadas nas matrizes para cada nivel estdo indicadas

na Tabela 3.3 e estdo dentro da faixa linear estudada.
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Tabela 3.3 - Concentragdes adicionadas de L-aminoacidos nas matrizes.

L-aa Concentracdes (mg L ™)

Trp 0,53 1,22 2,33 2,91 8,15 12,22
Phe 1,22 2,82 5,39 6,73 18,85 28,27
His 1,31 3,02 5,75 7,19 20,11 30,16
Tyr 0,57 1,31 2,50 3,12 8,74 13,11

Fonte: o proprio autor.

Os seis niveis de recuperacdo foram preparados em triplicata e
injetados em ftriplicata de forma aleatoria. A porcentagem de

recuperacao e o desvio padréo foram determinados para cada nivel.

Também foi realizado um método comparativo, utilizando LC-
MS/MS e realizado teste t para avaliar a exatidao das quantificagdes das
amostras para 0s L-aminoacidos no método desenvolvido e por LC-
MS/MS.

3.9.6 Limites de deteccéo e quantificacao

Concentracdes dos analitos dos pontos mais baixos da curva
foram diluidos até que o LD fosse detectado pela relagdo sinal da razéo
do analito/ruido maior que 3. O LD do método foi estabelecido como a
menor concentragdo detectada dos analitos em solventes, mas néo

necessariamente quantificada. O LQ foi estabelecido através da relagdo
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sinal da razdo do analito/ruido maior que 10. O LQ é a menor
concentracdo na qual o método pode operar com exatiddo e precisdo

aceitaveis.

Foram preparadas 10 réplicas independentes para cada analito e
avaliado a média, o desvio padréo e o desvio padrao relativo para os LD

e LQ.

3.9.7 Robustez

Para determinar a robustez do método analitico, o teste de
Youden foi aplicado. Sete parametros analiticos foram selecionados para
avaliacdo e oito ensaios foram realizados para determinar a influéncia

dos mesmos no resultado final.

Os ensaios sdo realizados com as condicdes analiticas em seu
valor nominal (representado por letras mailsculas) e com uma pequena

variacdo (letras minusculas).

Para os sete parametros analiticos estabelecidos para avaliagéo
da robustez do método foram determinados: quantificacdo; tempo de
migracdo; resolucdo; simetria; e nimero de pratos dos L-amino4cidos.

Os parametros e variacOes estdo representados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Parametros analiticos e variagdes para avaliagdo da robustez pelo

teste de Younden para o método eletroforético proposto

Parametro Nominal Variacéo
Ala Tenséo (kV) 20 17,5
B/b pH 1,9 2,0
Clc Temperatura (°C) 25 22,5
D/d Pressdo (mbar) 50 55
E/e Comprimento de onda (nm) 200 205
F/f Pré-condicionamento (s) 60 90
Glg Tempo injecéo (s) 3 4

Fonte: o proprio autor.

Os sete pardmetros e suas respectivas variacbes foram

combinados em oito corridas eletroforéticas realizados em ordem

aleatoria. Dos ensaios realizados, quatro deles foram executados com

cada parametro em seu valor nominal e quatro deles com o parametro

com variacdo. A Tabela 3.5 demonstra a série de combinagdes do

planejamento fatorial para os pardmetros avaliados no teste de Youden.

Os resultados das andlises sdo representados por letras de s a z.
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Tabela 3.5 — Matriz de combinacdo fatorial dos parametros analiticos para
avaliacdo da robustez pelo teste de Youden.

Combinag&o fatorial

Parametro analitico 1 2 3 4 5 6 7 8
Tensdo (kV) A A A A a a a a
pH B B b b B B b b
Temperatura (°C) C ¢ C ¢ C ¢ C c
Pressdo (mbar) D D d d d d D D

Comprimentodeonda(nm) E e E e e E e E

Pré-condicionamento (s) F f f F F f f F
Tempo injecdo (s) G g g G G G G g
Resultado s t u v w x y 2

Fonte: (CESAR, I.C.; PIANETTI, G.A., 2009)

Em cada combinac¢do, foram realizadas trés injecGes da solugdo
da amostra E (Quadro 1) e trés da solucdo padrdo dos aminoacidos na
concentracdo intermediaria da curva. Apos alteracfes do pH de trabalho

o capilar foi pré-condicionado como no inicio de um dia de trabalho.
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Para determinar a influéncia da variagdo de cada parametro no
resultado final, foram comparadas as médias dos quatro valores
correspondentes as letras maidsculas com a média dos quatro valores
correspondentes as letras minusculas. Por exemplo, para avaliar o efeito

de tensdo no resultado final da andlise, foi utilizada a seguinte Equacao:

stt+u+v w+x+y+z
4 4

Efeito A/a =
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 LINEARIDADE

Os valores extremos da regressdo dos residuos foram
confirmados pelo teste de Grubbs para o= 0,05. Os gréficos dos residuos
da regressao estdo apresentados na Figura 3.1, onde os valores extremos

foram identificados com coloracéo preta e retirados.

Figura 3.1- Gréficos dos residuos da regresséo das curvas dos aminoacidos em

agua, com indicacdo dos respectivos outliers
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Fonte: o préprio autor.
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Foi identificado apenas um valor extremo de residuo para cada
curva do triptofano, fenilalanina e tirosina, enquanto que para a
histidina, foram identificados dois valores extremos. Todos estes valores
foram retirados, obedecendo ao limite de excluséo de 22,2%. N&o foram
observadas tendéncias pelo método de inspecdo visual para nenhuma
das curvas apds a retirada dos valores extremos.

A distribuicdo normal dos residuos da regressdo foi confirmada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para o=0,05. Foram encontrados
valores de 0,128; 0,124; 0,115 e 0,128 para o triptofano, fenilalanina,
histidina e tirosina, respectivamente. Os valores do desvio da
normalidade ndo sdo significativos, pois de acordo com a tabela de
valores criticos, para n=50, p < 0,19.

A distribuicdo dos residuos da regressdo foi homogénea ao
longp dos niveis para todas as curvas, demonstrando
homoscedasticidade, pois o teste de Bartlett ndo foi significativo
(p>0,05). Os valores estimados para o triptofano foi de 0,076; para a
fenilalanina 0,078, para a histidina 0,099 e para a tirosina foi de 0,089.

Houve independéncia dos residuos da regressao para as curvas
do triptofano, fenilalanina e histidina e dependéncia para a curva da
tirosina, uma vez que a estatistica de Durbin-Watson calculada foi de
1,81; 1,55; 1,61 e 0,89, respectivamente. Estas afirmativas foram
comprovadas através dos valores criticos tabelados de Durbin-Watson
para n=50, onde d = 1,50 e dy= 1,59; o qual estabelece que para que
haja independéncia dos residuos, estes valores devem estar de acordo
com o teste, onde dy < dy, < 4-dy (DURBIN-WATSON, 1951).
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As premissas de que os residuos da regressdo seguem uma
distribuicdo normal, sdo homoscedasticos e independentes foram
confirmados para as curvas do triptofano, fenilalanina e histidina,
garantindo uma aplicacdo segura dos testes de hipdteses de t e F, além
do emprego adequado do MMQO sem ponderagdes. Ja como a curva da
tirosina, mostrou dependéncia, ou seja, uma autocorrelacdo, estes
resultados podem subestimar a estimativa da variancia da regressao e 0s
intervalos de confianga, portanto estudos mais aprofundados devem ser
tomados para o ajuste da fungdo (JUNKEIRA; SOUZA; GINN, 2005).

As curvas de calibracdo para os quatro aminodcidos apos a
retirada dos outliers, com as respectivas equagfes da reta e coeficiente
de determinac&o, estdo ilustrados na Figura 3.2.

Figura 3.2— Graficos dos residuos da regressdo das curvas dos aminoacidos em

solventes, com indicagdo de cor preta dos respectivos outliers
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Fonte: o proprio autor.
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4.2 EFEITO DE MATRIZ

Como descrito anteriormente, para a linearidade foram
avaliadas as premissas relativas ao MMQO para as curvas dos analitos,
agora em uma solucao eletrolitica. Os valores extremos da regressédo dos
residuos foram detectados e retirados, conforme Figura 3.3. Foram
confirmados que os residuos de regressdo seguem a distribuicdo normal,
com valores de 0,121; 0,120; 0,115 e 0,117 para o triptofano,
fenilalanina, histidina e tirosina, respectivamente. O teste de Bartlett ndo
foi significativo (p>0,05) para as curvas de fenilalanina e de histidina
com valores encontrados de 0,316 e 0,376, demonstrando
homoscedasticidade. J& para o ftriptofano e para a tirosina foram
encontrados valores de p < 0,05 significativos (0,033 e 0,013,
respectivamente), ou seja, sdo heteroscedasticos. Ja todas as curvas dos
amino4cidos em solucdo eletrolitica apresentaram dependéncia nos
residuos de regressdo, uma vez que 0 < d, < d_ e os valores calculados
foram de 1,21 para o triptofano; 1,16 para a fenilalanina; 1,21 para a
histidina e 1,35 para a tirosina. E interessante observar que a utilizago
apenas dos coeficientes de correlagdo ou determinagdo ndo é suficiente
para avaliacdo precisa da linearidade do método, uma vez que os valores
destes coeficientes foram elevados para todos os aminoécidos
(superiores a 0,99), apesar de haver uma inadequacdo dos dados ao
modelo.
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Figura 3.3— Gréficos dos residuos da regressdo das curvas dos aminoacidos em

solugdo eletrolitica, com indicacéo de cor preta dos respectivos outliers.
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Fonte: O proprio autor.

As curvas de calibracdo em solvente (agua) e solucéo eletrolitica
(matriz), com suas respectivas equacfes e coeficientes de determinacéo,

estdo apresentadas na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Curvas de calibragdo dos aminoacidos em solvente e em solugdo

eletrolitica
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Fonte: O préprio autor.

As comparacdes entre as curvas em agua e em solucdo

eletrolitica, apresentadas na Tabela 3.6, para as razdes de area dos

padrdes pelo Pl ndo apresentaram diferencas significativas, com p>0,05

para todos os analitos. Quando comparado as inclinagGes e interseccoes,

p>0,05 para as curvas do triptofano, fenilalanina e histidina, néo

possuindo estes, efeito de matriz. Fato que ndo foi observado para a

tirosina, pois houve diferenca significativa (p<0,05), indicando um

possivel efeito de matriz para este aminoacido.
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Tabela 3.6 — Comparac@es entre as inclinagfes e intersec¢des das curvas dos

analitos em agua e na solugéo eletrolitica.

Estatistica L-aa
Trp Phe His Tyr
F 0,9474 0,9631 0,9760 0,7666
p 0,4747 0,4824 0,4886 0,3776
Inclinagéo
F 0,0957 0,2884 0,4236 0,0048
p 0,0873 0,2238 0,2975 0,0046
Intersec¢do
F 0,2155 0,3305 2,71 0,043
p 0,1773 0,2484 0,2698 0,021

p= significancia, F= estatistica F de Snedecor. Fonte: o préprio autor.

Mesmo o0s modelos lineares para as curvas em solucdo

eletroliticas serem inadequados, os resultados foram comparados a fim

de verificar o efeito de matriz. Considerando que os resultados

encontrados em solugdes padrdes em agua ndo diferem das respostas

obtidas na solucdo eletrolitica, podemos afirmar que néo existe efeito de
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matriz para o triptofano, fenilalanina e histidina, portanto, curvas com
solventes foram utilizadas nas etapas subsequentes da validagdo e
também por elas apresentarem funcdes da curva ajustadas ao modelo
linear. As demais etapas de validacdo para as curvas de tirosina, foram
realizadas na solucdo eletrolitica, bem como a quantificacdo das

amostras.

4.3 SELETIVIDADE

Para se avaliar a seletividade do método, foi realizado adi¢éo de
padrdo nas matrizes para confirmar sua identidade através dos espectros
de UV que sdo caracteristicos para cada analito. Os analitos triptofano,
histidina e tirosina foram incluidos nas analises, por serem possiveis
interferentes presentes nas amostras.

Como todos os analitos tiveram boa resolugéo nas matrizes, sem
interferentes nos tempos de migracdo de cada analito e seus espectros
foram confirmados com o dos padrBes, pode-se atestar uma boa
seletividade do método.

4.4 RECUPERACAO E EXATIDAO

A exatiddo foi avaliada pelo ensaio de recuperacdo, no qual
foram adicionadas concentragbes conhecidas de padrées dos
aminoacidos nas amostras antes das hidrdlises. Os valores obtidos para
estes ensaios encontram-se na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7 — Médias de recuperagdo aparente para 0s quatro aminoacidos nas

cinco amostras em diferentes niveis de concentragdo

L-aa Conc. Amostras (Recuperagéo %)
(mgLh) A B C D E
2,5 83.88 £ 71,37+ 76,95 £ 87,73+ 63,03%
6,16 10,72 2,60 5,15 3,84
5 65,00 + 59,70 = 61,81 + 74,63+ 5599
9,03 5,83 1,86 3,20 5,31
Trp 7,5 54,77 + 49,29 + 49,83 + 5984+ 4797+
3,82 2,76 1,35 1,31 3,66
10 50,26 + 53,91+ 53,55 + 57,41+ 66,39+
4,92 4,31 2,19 3,72 4,85
12,5 30,31 + 36,95 + 34,81 4142+ 3423+
1,93 0,35 1,08 2,19 3,06
17,5 21,43 + 26,02 + 27,45 + 29,85+ 26,15+
1,24 0,56 1,98 1,19 1,27
10,1 89,97 + 98,51 + 98,51 + 8753+ 92,64+
7,92 7,41 7,41 4,96 9,01
15,2 89,87 + 0347+ 10347+ 86,82+ 103,88 +
5,27 2,99 2,99 3,97 7,85
Phe 20,2 94,69 + 01,10+ 101,10+ 88,60+ 97,44+
2,81 4,30 4,30 0,63 2,35
25,2 91,18 + .0353+ 10353+ 88,18+ 96,11+
3,83 6,89 6,89 2,37 2,82
30,3 95,71+ 01,20+ 101,20+ 93,18+ 97,99+
4,85 3,42 3,42 2,49 3,30

Continua
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Continuagédo

L-aa Conc. Amostras (Recuperacéo %)
(mgLh) A B C D E
40,4 93,71+ 93,66 + 93,66 + 88,60+ 101,57+
1,97 1,04 1,04 1,83 1,63
10,8 88,83 + 80,37 = 81,35+ 96,30+ 97,85+
6,41 1,22 1,98 5,82 0,23
16,2 86,51 + 83,79 = 80,60 + 92,83+ 9585+
5,51 4,93 1,55 3,42 7,56
His 21,6 94,27 + 82,82 + 91,81 + 99,70+ 101,06 =
7,38 1,86 3,03 4,19 9,24
27 88,46 + 89,56 = 85,65 + 91,26+ 97,21+
6,84 6,54 4,17 4,55 6,12
32,4 88,68 + 97,55 + 90,99 + 90,45+ 97,30
6,42 10,48 3,13 5,04 13,72
2,6 99,50 + 89,35 + 86,71 + 97,34 + 91,01 +
4,29 3,72 2,14 5,68 6,17
53 91,66 + 83,97 + 81,41+ 91,61 + 91,68 +
3,35 1,52 1,36 3,90 5,89
Tyr 8,0 91,96 + 95,61 + 95,56 + 87,83+ 83,23 +
3,56 2,90 3,71 3,44 2,78
10,6 90,69 + 93,91 + 100,44 85,48 + 83,03 +
3,87 0,91 +3,15 2,62 2,81
13,3 83,87 + 93,83 + 98,62 + 95,14 + 81,81+
3,98 0,60 1,76 3,61 1,59
18,6 88,60 + 84,67+ 84,82+ 86,81+ 8261+
1,09 1,64 3,57 3,38 2,31

Fonte: o proprio autor.
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A média de recuperacdo aparente para 0S aminoacidos
fenilalanina, histidina e tirosina nas amostras ficou dentro da faixa
determinada pela EC (2002) para niveis > 10 pg kg™ que é aceita na
faixa de 80 a 110%. O desvio padrdo nao ultrapassou de 11, tendo seus
valores maiores principalmente em niveis de concentragdes mais baixos.
O desvio padrdo relativo ndo foi maior que 10% para nenhum nivel,

sinalizando uma exatiddo para o método validado.

A avaliagdo da exatiddo do método também foi realizada pela
comparacdo do método otimizado por CE-UV com LC-MS/MS. Os
resultados da quantificacdo pelos dois métodos estdo indicados na
Tabela 3.8 e 0s cromatogramas tipicos obtidos pelo método estdo

apresentados na Figura 3.5.

Tabela 3.8 — Comparagdo do método proposto e LC-MS/MS.

Amostras L-aa EC” LC-MS/MS”
Trp N.D. N.D.

A Phe 437,38 + 22,87 425,47 + 0,86

His 264,48 + 26,17 302,20 + 7,40

Tyr 104,08 + 2,42 102,42 + 0,85
Trp N.D. N.D.

B Phe 464,61 + 28,16 485,21 + 6,94

His 332,64 +27,01 316,90 + 7,51

Continua
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Continuagédo

Amostras L-aa EC’ LC-MS/MS”
Tyr 124,36 + 7,48 119,85+0,9
Trp N.D. N.D.
C Phe 742,72 + 42,29 768,91 + 8,81
His 577,01 + 26,48 588,09 + 5,60
Tyr 269,63 + 7,97 266,22+7,92
Trp N.D. N.D.
D Phe 486,97 £ 39,59 515,77+18,29
His 300,03 +£11,04 334,55+ 11,68
Tyr 181,58 + 8,93 192,82 £ 7,04
Trp N.D. N.D.
E Phe 460,39 £ 14,63 432,91 + 3,63
His 459,95 + 25,62 360,22 +0,31
Tyr 141,21 +£0,24 142,01 £ 0,32

* Concentracdo em mg 100 g™*. Fonte: o préprio autor.
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Figura 3.5 - Cromatograma de uma amostra (A) hidrolisada obtidos pelo
método comparativo utilizando LC-MS/MS. O aminoédcido Trp ndo foi

detectado nessas condigdes.
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Fonte: o proprio autor

O fato de o triptofano apresentar resultados baixos de
recuperacdo, ndo ¢ atribuido a falta de exatiddo do método, e sim, pelo
fato que ele é degradado durante a hidrélise acida. Penke, Ferenczi e
Kovacs (1973) realizaram estudos de recuperacdo do triptofano com
dois agentes de hidrolise em comparacdo a hidrélise &cida, e os
resultados demonstraram niveis de recuperacdo de 94,5% e 95,4%
qguando utilizados acido mercaptoetanosulfénico (3 N) e é&cido p-
toluenosulfénico (3 N)/0,2% de triptamina, respectivamente, em

comparagdo com a recuperacdo de 79,7% para HCI 6 N/4% &cido
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tioglicolico. Os autores constataram no mesmo estudo que a degradagao
do triptofano é mais pronunciada em amostras com altos teores de
carboidrato, até mesmo quando utilizado acido mercaptoetanosulfonico
durante a hidrélise. Duen (1973) estudou o efeito de outros aminoacidos
comumente presentes em alimentos como interferentes nos resultados
baixos de recuperagdo para o triptofano. Aminoécidos foram
adicionados isoladamente durante a hidrdlise &cida convencional do
triptofano. A hidrélise na presenca de cistina causou uma perda
substancial de triptofano com destruicdo parcial da cistina. Outros
aminoacidos  foram  observados como interferentes:  serina;
hidroxiprolina e tirosina. Os autores propdem 0s possiveis mecanismos
de degradacdo do triptofano e o efeito de alguns agentes de hidrdlise
para evitar essa perda.

Os resultados obtidos durante a analise por LC-MS/MS estdo de
acordo com estudo realizado por Simat e Steinhart (1998) que estudaram
0s produtos de degradacdo do triptofano ap6s sua oxidagdo. Os
resultados apontaram para a presenca de 16 possiveis produtos de
degradacdo, muitos desses apresentam semelhanca estrutural ao
triptofano e levando a crer que o espectro confirmado por CE que foi
atribuido para este aminodacido, pertence a subprodutos da degradacédo
do triptofano durante na hidrolise &cida. Por possuirem espectros
semelhantes, foram identificados como sendo o triptofano. Apés andlise
por LC-MS/MS ficou comprovado a total degradacéo do triptofano uma

vez que o0 mesmo ndo foi detectado durante a analise.

Os resultados obtidos de quantificagdo dos aminoéacidos nas
amostras de cereais por CE-UV e LC-MS/MS demonstraram a partir de

tratamento estatistico usando test-t pareado que os resultados séo
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estatisticamente iguais com nivel de confianca de 95%, pois tcac < teritic
(amostra A tcye = 0,53; amostra B te, . = 0,32; amostra C te,. = 0,67;
amostra D teye = 0,3; teac = 0,51) para teriic = 12,71 (N.G.L. = 2). Isso
comprova associado aos outros parametros estudados para a validacéo
analitica que o método mostrou-se com uma boa exatiddo para os

aminoacidos fenilalanina, histidina e tirosina.

4.5 PRECISAO

A precisdo intra-ensaio foi determinada por 70 (n=70) injecdes
consecutivas e aleatdrias para cada curva dos analitos. Cada ponto (7
niveis) foi preparado em 10 réplicas de solugdes independentes de
padrdes. Estes ensaios foram realizados no mesmo dia, com mesmo
equipamento e mesmo analista. A avaliacdo inter-ensaio, seguiu 0S
mesmos pardmetros da intra-ensaio, porém, foi realizada em dia
diferente com outro analista. Ambas as precisfes sdao mostradas na
Tabela 3.9.
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Tabela 3.9 - Precisdo intra e inter- ensaios para 0s aminoacidos.

Intra-ensaio (RSD'%) Inter-ensaio (RSD%)

Conc. L-aa Razéo Raz8o Razdotempo Razdo area
1 tempo de areado de migragéo .

(mg L?) migraco pico do pico
2,5 Trp 0,21 6,80 0,20 6,08
10,1 Phe 0,15 5,72 0,19 4,82
10,8 His 0,18 6,49 0,27 4,68
2,6 Tyr 0,06 6,58 0,07 541
50 Trp 0,10 4,65 0,17 4,00
15,2 Phe 0,61 4,17 0,07 1,14
16,2 His 0,08 6,22 0,13 5,22
10,6 Tyr 0,06 4,78 0,25 2,30
7,5 Trp 0,07 3,45 0,09 4,10
20,2 Phe 0,05 5,25 0,22 4,51
21,6 His 0,06 6,17 0,05 6,57
7,95 Tyr 0,12 4,41 0,07 2,35
10 Trp 0,36 2,75 0,35 2,75
252 Phe 0,15 2,22 0,15 2,22
27,0 His 0,14 411 0,14 4,12
10,6 Tyr 0,52 2,09 0,51 2,09

Continua
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Intra-ensaio (RSD %)

Inter-ensaio (RSD%o)

Conc. L-aa Razéo Raz8o Razdotempo Razdo area
1 tempo de areado de migragéo .

(mg L) migrac&o pico do pico
12,5 Trp 0,09 4,25 0,06 2,17
30,3 Phe 0,06 2,99 0,06 1,33
32,4 His 0,05 4,37 0,05 3,71
13,3 Tyr 0,08 3,36 0,03 1,59
15,0 Trp 0,13 3,57 0,11 1,79
35,4 Phe 0,11 2,47 0,07 1,84
37,8 His 0,08 2,91 0,08 4,68
15,9 Tyr 0,16 3,14 0,05 3,68
17,5 Trp 0,05 3,89 0,11 1,68
40,4 Phe 0,04 2,72 0,10 1,59
43,2 His 0,04 3,95 0,32 4,71
18,6 Tyr 0,05 2,93 0,08 1,18
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*RSD, desvio padrdo relativo (do inglés relative standard deviation). Fonte: o

préprio autor.

Para a medida da precisdo intra-ensaio, o desvio padrdo relativo

foi inferior a 6,80% para a razdo area dos picos; e para tempo de

migracdo, 0 RSD% foi inferior a 0,61%. Para a precisdo inter-ensaio,

valores inferiores de 6,57% e 0,51% para a razdo area dos picos e tempo
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de migracdo foram encontrados, respectivamente. Para estes parametros,
os valores reportados em literatura para o desvio padrdo relativo, foram
inferiores de 6,6% para razdo da area do pico e 1% para o tempo de
migracdo (JIANG et al. 2009; SOGA e ROSS 1999; CHOU et al. 1998;
KLAMPF 1999; TAVARES e FUJIYA 2003; SEGURA-CARRETERO
et al. 2004; OGURI; YOKOI e MOTOHASE,1997).

4.6 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os limites de deteccdo e quantificacdo dos analitos estudados
foram determinados através da adicdo de padrdo em solvente, visto que
ndo h4 existéncia de matrizes isentas destes analitos. Os valores de LD
foram determinados por 10 réplicas independentes pela relagéo sinal do
padrdo adicionado/ruido > 3. E os limites de quantificagdo foram
avaliados com os mesmos critérios que os utilizados para o LD, porém,
0 sinal do padréo adicionado/ruido € maior que 10. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 - Limites de detecgdo e quantificagdo para os analitos.

L-aa LD (mgL™) RSD% LQ (mgL™ RSD%
Trp 0,5 8,56 1,75 4,06
Phe 1,0 6,22 3,0 7,42
His 2,5 7,64 7,0 6,2
Tyr 0,25 6,04 1,0 8,42

*RSD, desvio padrdo relativo (do inglés relative standard deviation). Fonte: o
préprio autor.
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Os valores de desvio padrdo relativo, sdo aceitaveis, pois estdo
todos abaixo de 10%, que é o limite considerado ideal para eletroforese
capilar. Para a aplicabilidade do método, estes valores sdo adequados,
tendo em vista que as amostras encontram-se acima destes valores. Os
limites de deteccdo estdo proximos de alguns métodos reportados na
literatura e sdo até mais baixos do que em outros métodos, que para a
fenilalanina variam de 0,5 - 8,6 mg L™ (SOGA e ROSS 1999; KLAMPF
1999; LEWIS et al. 2010; SEGURA-CARRETERO et al. 2004;
OGURI; YOKOI e MOTOHASE,1997).

4.7 ROBUSTEZ

A robustez do método de quantificacdo para 0s quatro
aminoacidos foi avaliada pelo teste de Youden. A influéncia de sete
parametros analiticos, em relacdo ao tempo de migracdo, ndmero de
pratos, resolucdo, simetria e concentracdo dos aminoacidos foi avaliada
em oito combinagdes de experimentos.

Para avaliar o efeito de cada parametro, a média dos quatro
valores nominais foram subtraidos da média dos quatro valores
correspondentes as variagdes. Os resultados das equacOes aplicadas aos
sete parametros avaliados estdo representados na Tabela 3.11, 3.12, 3.13
e 3.14.
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Tabela 3.11 — Efeito dos parametros analiticos na quantificagdo, tempo de

de pratos, resolugdo do método para o triptofano.

, himero

, simetria

migracéo

somne oy xdoed o 3uog

E 001 5 m m= ezdenu=oues,

Il =

BRLTL-FLETL

LEET-=
BT -TETTT

BEOOD=
LAGET-8008 T

FLEYL =

ETOOTL-BTESS

(== "£=0)
(zhogi=fnodme]

THHT - =
TEE0L -05ED

ETRID =

ERTTT-LL8TT

BTOOD=
s To1

LOREET=
FOTEDL OISR S

pe=F08 =4
() 0= T RO Ip00- 24T

SIF00 =
QL1808 T

SEHDT=
ELLCT-8IITT

ETg0 (- =
EFFSTECEE T

DL =
LOOTOE-LO0E9TT

R (507=="0T=1)
{m) spun =p oRs I @Oy

GERTO =
WEcT— 80l +

ST =
Q09 T-8065 T

(ce=p pe=
(FOE) ozmag

LIETO =
by — GBI T

BEIIO -=

ETS0 0 =
EFFSTECES

T8¢T0 =
ERTT-ITLL Y

ST =
LETCLD0TLL

B
GHIET-TGETT

B =
BLO9THEEET

IT=a'¢1=0
20

BTeC o=
SISF LY

FiT =

Ha00 =
FIOTT-TLETT

WD =
OTILT-TE8HT

LITEGC =
SFFEBE-ER RS

— —
(TL1=F 0T =%

(A} o=

oEInjmaN

00T9L-TFTEL
N

ELI3WTS

) =y

FDEIRNUR U0

i)




163

Tabela 3.12 — Efeito dos parametros analiticos na quantificagdo, tempo de

de pratos, resolucéo do método para a fenilalanina.
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Tabela 3.13 — Efeito dos parametros analiticos na quantificacdo, tempo de

de pratos, resolugdo do método para a histidina.
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Tabela 3.14 — Efeito dos pardmetros analiticos na quantificagdo, tempo de

de pratos, resolucéo do método para a tirosina.
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De acordo com os valores apresentados nas Tabelas 3.11, 3.12,
3.13 e 3.14, foi possivel observar que o método eletroforético se
mostrou altamente robusto para os parametros analiticos de tempo de
migracdo, resolucdo e simetria para 0s quatro aminoacidos.

As concentragbes nas amostras variaram para todos 0s
pardmetros entre os valores nominais e as variagdes do método, este fato
se deve provavelmente a grande diferenca de absortividade dos analitos
nos comprimentos de onda de 200nm e 205nm.

O numero de pratos tedricos é um parametro que leva em
consideragdo tanto o tempo de migracdo quanto o alargamento das
bandas eletroforéticas, e elas estdo diretamente relacionadas a
absortividade molar de cada analito (CESAR; PIANETTI,2009).
Quando o comprimento de onda foi modificado para 205 nm, houve
uma diminuicdo significativa das areas do triptofano e tirosina,
consequentemente, perderam detectabilidade, fato este que pode ser
atribuido a diferenca dos valores encontrados para 0 nlmero de pratos
tedricos para todos 0s parametros e analitos estudados.

Portanto, o método ndo foi robusto para os seguintes parametros
retratados, e os estudos devem ser repetidos mantendo o comprimento

de onda em 200 nm.

4.8 QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS POR CROMATOGRAFIA
ELETROCINETICA MICELAR
As amostras foram quantificadas em base seca e 0s resultados para

0s teores de umidade das amostras podem ser visualizados na Tabela 3.15.
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Tabela 3.15 — Umidade relativa das amostras de cereais

Amostra % Umidade DP RSD (%)
A 3,3693 0,0417 1,2369
B 7,5639 0,0710 0,9392
C 3,7580 0,0199 0,5297
D 4,9162 0,0166 0,3382
E 4,3580 0,0199 0,4576

Fonte: o proprio autor.

Os resultados encontrados para os aminoacidos utilizando o método
de eletroforese capilar estdo apresentados na Tabela 3.17. E o0s
eletroferogramas para os padrGes dos aminoacidos e para cada amostra estao
apresentados nas Figuras 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11 e 3.12.

Tabela 3.16 — Concentragdes dos aminoacidos em base seca.

Amostra Trp* Phe* His* Tyr*

A N.D. 437,38 £ 264,48 + 104,08 +
22,87 26,17 2,42

B N.D. 464,61 + 332,64 £ 124,36 +
28,16 27,01 7,48

C N.D. 742,72 + 577,01 + 269,63 +
42,29 26,48 7,97

D N.D. 486,97 + 300,03 * 181,58 +

39,59 11,04 8,93
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Figura 3.6 - Eletroferograma dos padrdes de L-aminoacidos nas concentragoes
de10 mg L™ para Trp; 25,2 mg L™ para Phe; 27 mg L™ para His, 10,6 mg L™
para Tyr. Condicdes de anélise: eletrélito constituido por HsPO, 30 mmol L™,
SDS 100 mmol L™, metanol 25%:; capilar com 48,5 cm de comprimento total e
8,5 cm efetivo; tensdo 20 kV; polaridade negativa; temperatura 25 °C; deteccdo
em 200 nm. Padrao interno (PI) &cido 3,5 dinitrobenzdico

mAU ) A 15

124

101

El

SN W s o

PI

220240260280300320340360380nm

0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75 2 2.25 min
Fonte: o proprio autor.

Figura 3.7 - Eletroferograma da amostra A hidrolisada. Condigdes de analise:
consultar Fig. 3.6. (1) Trp; (2) Phe; (3) His; (4) Tyr; (Pl) &cido 3,5
dinitrobenzoico.
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 3.8 - Eletroferograma da amostra B hidrolisada. Condigdes de analise:
consultar Fig. 3.6. (1) Trp; (2) Phe; (3) His; (4) Tyr; (Pl) &cido 3,5

dinitrobenzoéico.
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Figura 3.9 - Eletroferograma da amostra C hidrolisada. Condigdes de analise:
consultar Fig. 3.6. (1) Trp; (2) Phe; (3) His; (4) Tyr; (Pl) &cido 3,5

dinitrobenzdico.
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Figura 3.10 - Eletroferograma da amostra D hidrolisada. Condigdes de analise:
consultar Fig. 3.6. (1) Trp; (2) Phe; (3) His; (4) Tyr; (Pl) acido 3,5
dinitrobenzoico
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Fonte: o proprio autor.

Figura 3.11 - Eletroferograma da amostra E hidrolisada. Condi¢des de analise:
consultar Fig. 3.6. (1) Trp; (2) Phe; (3) His; (4) Tyr; (Pl) acido 3,5
dinitrobenzoico
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata de preparo e

injecdo, e apresentaram desvios padrdes relativos inferiores a 12,4%.

Né&o podemos confiar nos valores encontrados para o triptofano,
uma vez que os valores de recuperacdo foram baixos e quando realizado
estudo comparativo pelo método com LC-MS/MS, este ndo foi
detectado, indicando que o analito identificado como Trp possivelmente
era um produto de degradacdo apresentando o mesmo espectro de
absorcdo na regido do UV. Diante do exposto, optou-se por néo
guantificar esse aminoacido. Para todas as amostras foram possiveis

quantificar a fenilalanina, histidina e tirosina.

4.9 VALORES DE PROTEINA NAS AMOSTRAS

A determinacdo da concentragdo de nitrogénio total foi
realizada de acordo o método de Kjeldahl modificado (AOAC, 991.20,
1995) e o resultado foi multiplicado pelo fator de conversdo de 5,75
(nitrogénio: proteina). Os valores de proteina encontrados nas amostras

estdo apresentados na Tabela 3.17.
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Tabela 3.17 — Valores de proteina nas amostras.

Amostra Valor nominal” Proteina** Fenilalanina**
A 9,3 10+1,6 0,44+ 0,02
B 14,3 13,4+£2,8 0,46 + 0,03
C 12,7 126 +£0,5 0,74+ 0,04
D 10,5 125+2,1 0,49+ 0,04
E 14,0 12,3+5,8 0,46 £ 0,01

*Valores de proteina disponivel no rétulo dos cereais analisados (g 100 g™)
**g 100 g Fonte: préprio autor.

Os valores apresentados na Tabela 3.17 indicam uma correlagédo
satisfatoria entre os teores de proteina apresentados no rétulo dos produtos
em relacdo aos obtidos pelo método Kjeldahl, apesar de os produtores de
alimentos utilizarem tabelas copiladas de composi¢do nutricional para
confeccdo dos seus rétulos. A percentagem de Phe em relacdo ao contelido
total de proteina variou de 3,5 a 5,9%, para as amostras. De acordo com
Marquez et al.. (1997), a concentracdo de Phe em proteinas varia de 4 a 6% e
possui relacdo direta com o teor de proteinas existente em um alimento,

portanto, quanto maior o teor de proteinas presente, maior o teor de

fenilalanina (MARQUEZ et al., 1997).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O procedimento proposto utilizando o protocolo para validagédo
do EURACHEM foi adequado para a validacdo intralaboratorial do
método desenvolvido para determinacdo de fenilalanina, histidina e

tirosina em amostras de cereais.

Tal procedimento permitiu a avaliagdo da linearidade, efeitos de
matriz, seletividade, exatiddo, precisdo, limites de deteccdo e
quantificacdo e robustez, com garantia de que as premissas relativas aos

testes estatisticos aplicados ndo foram violadas.

Linearidade foi determinada, sem efeitos de matriz para 0s
aminoéacidos triptofano, fenilalanina e histidina, onde apenas a tirosina
apresentou este efeito. A seletividade, precisdo e exatiddo do método
foram comprovadas. Os limites de detec¢do e quantificacdo indicaram a
capacidade do método em determinar os aminoacidos aromaticos nestas
matrizes. Os parametros de desempenho estudados indicaram a
eficiéncia na utilizacdo deste método desenvolvido para a determinagéo
dos aminoacidos.

Com a realizacdo do método comparativo utilizando LC-
MS/MS foi possivel verificar a provavel formacdo de produtos de
degradacdo do triptofano, pois esse aminoacido ndo foi detectado por
esta técnica. Logo, o composto detectado como triptofano por CE, nas
amostras hidrolisadas sinalizando um produto de degradacdo, deste
modo, optou-se por ndo quantificar esse aminoacido aromatico nas

amostras analisadas.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
Os planejamentos utilizados durante a otimizacdo do método de
separacdo dos aminoacidos determinaram que os fatores de
concentracdo do H3PO, e SDS apresentavam efeitos relevantes na
resposta. Confirmando que os sistemas multivariados, fundamentados
em planejamento de experimentos, permitem viabilizar o
reconhecimento de condi¢fes de 6timo verdadeiro a partir de um

reduzido nimero de experimentos.

A validacdo de métodos analiticos é a confirmacdo de que o
método estudado possui capacidade de desempenho consistente com 0s
requisitos de aplicagdo. protocolos de validacdo intralaboratorial de
métodos de ensaio descritos na literatura, ndo apresentam um consenso
em relagdo aos parametros de desempenho que devem ser avaliados,
terminologias, definicbes, delineamento experimental e analise de

dados. Condicdo que deve ser explorada em futuros estudos.

O procedimento proposto foi adequado para a validagdo
intralaboratorial do método desenvolvido para determinacdo de
triptofano, fenilalanina, histidina e tirosina em amostras de cereais em

tempos inferiores a 2,5 minutos.

A linearidade foi determinada, sem efeitos de matriz para os
aminoacidos triptofano, fenilalanina e histidina, onde apenas a tirosina
apresentou este efeito. A seletividade, precisdo e exatiddo do método
foram comprovadas, com resultados de recuperacgdo satisfatérios para a
Phe, Hist e Tyr e resultados de RSD (%) baixos para a precisao inter e
intra-ensaio.
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Os LD e LQ encontrados para o Trp, Phe, His e Tyr indicam a
capacidade do método em determina-los em cereais.

Os parametros de desempenho estudados comprovaram a
eficiéncia na utilizacdo do método e demonstraram a aplicabilidade da
eletroforese capilar para a determinagdo de fenilalanina, histidina e

tirosina em amostras comerciais de cereais.

Estudos de validacdo precisam ser realizados para adequar o
método a aplicacdo em outras matrizes alimenticias, principalmente no

gue concerne estudos relativos ao efeito de matriz.

Em virtude do elevado tempo de preparo das amostras pela
hidrélise acida convencional, estudos serdo realizados para desenvolver
uma metodologia de hidrolise acida assistida por micro-ondas a fim de

reduzir de forma significativa o tempo de preparo das amostras.



